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PROCES EUTROFIZACIJE

- Eutrofizacija kao bioloski odgovor na suviSan priliv nutrijenata u vodeni ekosistem
predstavlja proces povecanja bioloske produkcije u vodi, koji se manifestuje
povecanjem nivoa nutrijenata, obicno fosfata i azotnih Jedlnjenja sto na kraju dovodi
do pogorSavanja kvaliteta vode i smanjenja diverziteta vrsta na svim trofickim
nivoima.

« Ovakav proces se Cesto moze uociti  vidljivim prenamnozavanjem cijanobakterija i
algi,pojavom povrsinskog penusanja, mutnocom vode, pojavom plivajucih biljnih
delova i agregacijama bentosnih makrofita.



CVETANJE VODE

« U posebnim uslovima, narocito kada su vode bogate nutrijentima izlozene
svetlosti, cijanobakterije i alge mogu pokazati zna¢ajno ubrzan stepen
reprodukcije, Sto rezultira naglim pove¢anjem ukupne biomase poznate pod
nazivom cvetanje.

 Pojava izrazenog prenamnozavanja se definiSe kao opasno algalno cvetanje
(“harmful algal blooms”-HABs) ukoliko je povezano sa negativnim
posledicama po okolinu, kao Sto su mortalitet zivog sveta, smanjenje
submerzne akvati¢ne vegetacije, poremecaj stabilnosti ekosistema, negativan
uticaj na lance ishrane, produkcija veoma aktivnih toksi¢nih supstanci i dr.
| sesimegs /

e




UZROCI

nedovoljno spiranje sa otpadne vode spiranje sa
tretiran otpad poljoprivrednih sa farmi stoke puteva i iz urbanih
povrsina sredina
EFEKTI

obogacivanje vode
prvenstveno fosforom

UTICAJ NA
POSLEDICE KVALITET VODE
Masovni razvoj -toksiénost

cijanobakterija -smanjena
providnost

-neprijatan miris

-hipoksija
-ugibanje vodenih
organizama
DODATNI FAKTORI: plitke vode dugo vreme retencije >1-

2 meseca

Sema 1 Uzroci pojave masovnog razvoja cijanobakterija i uticaj na kvalitet vode



Cvetanje se najceScCe manifestuje:

Pojavom povrsinskih agregacija
(nakupina) cijanobakterijske
biomase;

Promenom boje;
Smanjenjem providnosti vode;

Pojavom neprijatnog mirisa vode

(geosmin (GSM) i 2-metilisoborneol
(MIB);

Hipoksijom;
Produkcijom toksicnih supstanci;




Cvetanja se prema Cloern (1996) mogu klasifikovati:

1. Periodi¢an sezonski dogadaj - traje nedeljama
2. Neperiodi¢an dogadaj koji traje kra¢i vremenski period -
traje danima

3. Izniman dogadaj koji izaziva nekoliko dominantnih vrsta -
traje mesecima

Uslovi koji najéesée dovode do pojave ealbloom conditons Poor bloom conditos
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Conceptual diagram detailing the main factors that determine HAB occurrence and characteristics in the Potomac River



Cijanobakterije (Cyanobacteria, Cyanophyta) predstavljaju vrlo
raznovrsnu grupu prokariotskih fotosintetskih mikroorganizama
koji se odlikuju specificnim ekoloSkim, fizioloskim i biohemijskim
karakteristikama, sto im daje mogucnost da prirodnim putem
produkuju sirok spektar sekundarnih metabolita malih
molekulskih tezina -bioloski aktivne materija (BAM).

Netoksicne

Potencijalno toksic¢ne
Toksicne




CIJANOTOKSINI

ToksiCne bioloski aktivne materije razliCite hemijske
strukture 1 delovanja koje predstavljaju produkte
sekundarnog metabolizma kod cijanobakterija
nazivaju se cijanotoksini.

Po hemijskom sastavu to su najsesce
peptidi,

alkaloidi i

alkilfenoli.

Smatra se da oko 50% cijanobakterija izazivaca
cvetanja ima sposobnost produkcije toksina.



Trovanje cijanotoksinima moze da bude posledica:

- direktnog kontakta sa njima,

- ingestijom vode za pice u kojoj su prisutni toksini,

- konzumiranja vodenih kicmenjaka i beskicmenjaka u Cijim tkivima je doslo
do akumuliranja toksina -preko lanaca ishrane toksini dospevaju u
organizam sisara,

- inhalacije aerosola i vodene pare.

Problemi koji mogu nastati kod ljudi u kontaktu sa toksinima su razne vrste
dermatitisa, tumorai, gastrointestinalni poremecaji, hepatoenteritisi, atipiCne
pneumonije i neuroloski problemi.
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Cijanotoksini su prema nacinu delovanja odnosno
prema tipu toksicnosti koji izazivaju kod zivotinja i
ljudi, u njihovim organima ili ¢celijama, podeljeni u 4
klase:

1. HEPATOTOKSINI - mikrocistini, nodularini
I cilindrospermopsin

2. NEUROTOKSINI - anatoksini i saksitoksini

3. DERMATOTOKSINI - aplaziatoksini i
lingbiatoksin

4. LIPOPOLISAHARIDNI ENDOTOKSINI
(LPS) - iritirajuci toksini



HEPATOTOKSINI

Najcesc¢e prisutni u toku cvetanju povrsinskih voda su cikliéni
peptidni hepatotoksini

Ovi toksini izazivaju hemoragiju i druge poremecaje jetre i stimuliSu
rast ¢elija tumora.

Najzastupljeniji u povrsSinskim vodama su mikrocistini (poznato 80-tak

strukturnih varijeteta mikrocistina i njihovih analoga, pri ¢emu je
konstatovano da je mikrocistin — LR najéesc¢e prisutan toksin)

X Y
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin

MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin



 Toksichost mikrocistina ogleda se kroz inhibiciju
serin/treonin protein fosfataza 1 i 2A, enzima koji su
posebno vazni u regulaciji genetickih, metabolickih i
fizioloskih procesa kod svih zivih organizama.

* Toksikacija dovodi do poremecaja strukture i funkcije
Jjetre, nekroze hepatocita i na kraju do hemoragije.
Osim ostecenje jetre u slucaju akutnog trovanja mogu
se javiti i hipoksemija, kolaps srca i Sok.

* lzlaganje celije sisara niskim koncentracijama
mikrocistina takode predstavlja opasnost jer dovodi
do hronicnog efekta izazivaju¢i pojavu tumora, zbog
c¢ega su ovi toksini oznaceni kao promoteri karcinoma-
problem je narocCito izrazen kada su vode za picCe u
pitanju.



« Epidemioloska istrazivanja su pokazala pozitivnu
korelaciju izmedu koncentracije mikrocistina u
izvorima za vodosnabdevanje i broja slucCajeva
kancera jetre kod ljudi u Kini (McElhiney i
Lawton, 2005) i Srbije (Svircev i sar., 2009).

 Svetska zdravstvena organizacija (WHO,1998)
ustanovila je preporucenu dozvoljenu
koncentraciju za toksin mikrocistin- LR u pijacoj

vodi koja iznosi 1 ugll.

« Na osnovu vrednosti datih za mikrocistin-LR, ukoliko
odrasla osoba tezine 60 kg konzumira 100 ml vode koja
sadrzi 20 ugL-1 MCYST-LR , ovaj nivo toksina rezultira u
potrosnji koja je bliska toleriSuéem dnevnhom unosu

(TDI) od 0.04 ngkg-1 telesne tezine.



Producenti mikrocistina su mnoge vrste rodova:

Microcystis

Planktothrix

Synechococcus

Radiocystis Chroococcus Hapalosiphon



« Cijanobakterijska vrsta Nodularia spumigena je glavni
producent hepatotoksina nodularina, ciklichog
pentapeptida izuzetno visoke toksicnosti.

Nodularia spumigena Hepatotoksin nodularin

Trovanje hepatotoksinima prepoznaje se po znacima kao sto su: opsta
slabost, bledilo, tesko disanje, sok, abdominalni bolovi, nadutost,
povracanje, dijareja, ubrzan ili slab puls.



« Cilindrospermopsin, ciklicni alkaloid guanidina izolovan je iz
cijanobakterijske vrste Cylindrospermopsis raciborskii .

« ToksiCnost se ispoljava preko inhibicije sinteze proteina i
izazivanja ostecenja bubrega, slezine, creva, srca, timusa.

 Toksin izaziva proces nekroze hepatocita sto dovodi do
ozbiljninh ostecenja jetre. Toksin ispoljava negativan efekat i
na druge Celije razliCitih tkiva zbog Cega se Cesto svrstava u
citotoksiCne cijanotoksine .
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Cylindrospermopsis raciborskii Cilindrospermopsin



NEUROTOKSINI

Veliki broj rodova cijanobakterija karakteriSe produkuja neurotoksina od kojih
su najées¢i anatoksini (anatoksin-a, homoanatoksin-a i anatoksin-a (S)) i
saksitoksini.

Neurotoksini se joS nazivaju i brzo delujuci toksini jer se letalni efekat moze
ispoljiti ve€ za nekoliko minuta odnosno sati nakon unosenja u organizam.

Anatoksin-a i homoanatoksin-a kao moc¢ni postsinapticki depolarizirajuci
agensi deluju na neuromuskulatornu vezu, dovode do toga da su misi¢ne celije
stalno stimulisane izazivajuci vrtoglavicu, teturanje, otezano disanje, paralizu
grudnih misiéa, konvulziju i smrt.

Anatoksin-a(S) ireverzibilno inhibiSe enzim acetilholin esterazu.

Kod zivotinja izazivaju hipersalivaciju, tremor, neartikulisanost misi¢a, dijareju,
cijanozis (modarjezik i usta) i smrt.
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Saksitoksini predstavljaju grupu karbamidnih alkaloida koji selektivho
blokiraju voltazno-zavisne natrijumove kanale zaustavljajuc¢i propagaciju
nervnih impulsa izazivajuéi paralizu misiénih ¢elija koje ostaju na taj nacin
bez stimulacije.

Saksitoksini su poznati i kao paralizirajuéi toksini ljuskara (Paralytic
Shellfish Poisoning Toxins - PST).

Nervno tkivo je narodito osetljivo prema toj grupi toksina i u ranim
stadijumima trovanja, zrtve osecaju peckanje i uko¢enost usta, jezika, lica i
ekstremiteta, otezano gutanje i otezan govor. -

200,
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Saksitoksini

Rod Aphanizomenon



DERMATOTOKSINI

RazliCite vrste cijanobakterijskih rodova kao Cto su Lyngbya,
Oscillatoria 1 Schizothrix mogu biti znacajni producenti
dermatotoksina, koji izazivaju razliCite iritacije, alergijske |
druge promene na kozi i unutrasnjim organima.

Pojedine vrste roda Lyngbya su naroCito poznate po
produkciji aplaziotoksina i debromoaplaziotoksina, jedinjenja
koja su pokretaCi tumora i aktivatori enzima proteinkinaza.
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Rod Lyngbya Rod Oscillatoria Rod Schizothrix



LIPOPOLISAHARIDNI ENDOTOKSINI (LPS) -
iritirajuci toksini
* Lipopolisaharidi su generalno prisutni u spoljasnjoj membrani Gram
negativnih bakterija, ukljuCujuci i cijanobakterije, gde formiraju komplekse sa

proteinima i fosfolipidima i ispoljavaju toksiCan efekat u smislu iritacije koze i
oCiju, alergijske reakcije tkiva, gastroenteritisa, inflamatornih problema,

groznice.
» Lipopolisaharidi cijanobakterija su termostabilni i nose O antigene i mogu
delovati i kao promoteri tumora .
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Cijanotoksini i njihova akutna toksichost

(WHO, 1998)

Cijanotoksin

LD50 Cistog toksina

Hepatotoksini

45-1000 pg/kg

Mikrocistin-LR

60 (25-125) ug/kg

Mikrocistin-YR 70 ng/’kg
Mikrocistin-RR 300-600 ng/kg
Nodularin 30-50 ng/kg
Neurotoksini

Anatoksin-a (alkaloid) 250 ng/kg
Anatoksin-a (organofosfat) 40 ng/kg
Saksitoksini 10-30 ng/kg

Citotoksini

Cilindrospermopsin

200 ng/kg/ nakon 5-6 dana




Poredenje toksi¢nosti cijanobakterijskih toksina sa drugim vrstama biotoksina (Falconer i
sar. 1999

Toksin Vrsta- producent Letalna doza (LD)*

BOTULIN Clostridium botulinum (bakterija) 0,00003
TETANUS Clostridium tetani (bakterija) 0,0001
RICIN Ricinus communis (biljka) 0,02
DIFTERIATOKSIN Corynebacterium diphtheriae (bakterija) 0,3

KOKI TOKSIN Phyllobates bicolor (zaba) 2,7
TETRODOTOKSIN Sphaeroides rubripes (riba) 8

SAKSITOKSIN Aphanizomenon flos-aquae (cijanobakterija) 9

COBRATOKSIN Naja naja (kobra) 20
NODULARIN Nodularia spumigena (cijanobakterija)

MIKROCISTIN-LR Microcystis aeruginosa (cijanobakterija) 50

ANATOKSIN-a Anabaena flos-aquae (cijanobakterija) 200

MIKROCISTIN-RR Microcystis aeruginosa (cijanobakterija) 300-600

CURARE Chrondodendron tomentosum (brazilska biljka) 500

STRIHNIN Strychnos nux-vomica (biljka) 500
AMATOKSIN Amanita phalloides (gljiva) 600
MUSKARIN Amanita muscaria (gljiva) 1100
FALATOKSIN Amanita phalloides (gljiva) 1800
GLENODIN TOKSIN Peridinium polonicum (dinoflagelatna alga) 2500

CIJANID 10000

* Akutna LD50 izrazena u pg po kg telesne tezine, na osnovu intra-peritonealnog injektiranja miseva



Od svih poznatih cijanobakterijskih toksina, cikliCni peptidi predstavljaju najveci
problem za ljudsko zdravlje, ne samo zbog mogucnosti akutnog trovanja, vec |
zbog potencijalnog rizika od izlaganja duze vreme manjim koncentracijama
toksina u izvorima za vodosnabdevanije.

* Najpoznatiji slu¢ajevi trovanja:

« U SAD-u 1931. - masovno trovanje 5000-8000 ljudi koji su se snabdevali
vodom za pice iz reka Ohio i Potomak u kojima je doSlo do masovnog
razvoja vrsta roda Microcysitis.

« U Australiji je 1979. - trovanje 140 dece usled koriS¢enja vode iz akumulacije
za vodosnabdevanje sa prenamnozenom toksiChom cijanobakterijskom
vrstom Cylindrospermopsis raciborskii.

« U Bahii u Brazilu 1988. - trovanje 2000 ljudi usled koriscenja vode za picCe sa
prisustvom cijanotoksina, 88 bilo sa letalnim efektom.

* Najpoznatiji slucaj trovanja ljudi sa letalnim ishodom, poznat pod nazivom
"Karuaru sindrom”, desio se takode u Brazilu 1996. godine kada je za
hemodijalizu pacijenata koriS¢ena voda iz rezervoara u kojem je doslo do
cvetanja cijanobakterija (koncentracija mikrocistina bila je 19.5 nug/l)- od
posledica trovanja cijanotoksinima umrlo 75 pacijenata (55%).



Cijanotoksini su uvrSteni u listu kriticnih kontaminenata (CCL-2) svetske
agencije za zastitu zivotne sredine (Environmental Protection Agency - EPA).

HroniCno izlaganje pojedinim grupama cijanotoksina, kao Sto je sluCaj sa
mikrocistinima, moze dovesti do pojave karcinoma, Sto je uslovilo da
Internacionalna agencija za istrazivanje kancera (IARC) toksin mikrocistin-LR
klasifikuje u 2B grupu supstanci (moguce karcinogene supstance za Coveka)
(IARC 2000).

« S obzirom da cijanotoksini mogu biti letalni u relativno malim koliCinama,
svaka pojava cvetanja cijanobakterija u vodi se mora posmatrati kao
potencijalna opasnost po Zivi svet.

« Takva pojava u vodama za vodosnabdevanje predstavlja posebnu opasnost
po ljudsko zdravlje, Ssto ukazuje na vaznost procene zdravstvenog rizika.

« U tu svrhu mogu da se koriste razliCiti prilazi i jedan od takvih, Health Risk
Assessment (HRA-Procena zdravstvenog rizika) razvien je od strane
AmeriCke Nacionalne naucne akademije, a prihvacen je i primenjen osim u
SAD-u jos i u Australiji.



dentifikacija opasnosti

¢ Koje su vrste cijanobakterija prisutne u vodi?
¢ Koja je koncentracija ¢elija u vodi sa razli¢itih mesta uzorkovanja?
¢ Da li su neke vrste potencijalno toksi¢ne i ukoliko jesu, da li produkuju toksine i koja je koli¢ina toksina ?

¢ Ukoliko je voda namenjena za koriS¢enje moraju se odrediti brojnost ¢elija i nivo toksina u izvoru i u vodi
nakon odgovarajuc¢eg tretmana.

e riziku_2

Da li su ljudi izlozeni opasnosti?
Koji su putevi izlaganja?

Izlaganje tokom rekreacije Izlaganje u domacinstvu

Da li se voda koristi za pi¢e, kupanje, kuvanje?
Dali je primenjeni tretman pogodan za uklanjanje ¢elija i

Za koje aktivnosti se voda koristi?

3 daD
1Z VUUVU .

Da li je moguce proceniti stepen rizika kojem su ljudi izloZeni?
Da li postoje neki negativni efekti koris¢enja vode koji su prijavljeni?
Da li je neko posebno izloZen visokom riziku?

L Riziéne/doze

Verovatnoca za pojavu po zdravlje negativnih efekata

Vode za rekreaciju Celije/ml Voda za pice
neverovatna <2000 neverovatna

moguca >20.000 raste sa koncentracijom
verovatna >100.000 i duzinom izlaganja

aiznosi 1.3 pgll

Karakterizacija W

Ukupni rizik je baziran na koncentraciji €elija i/ili toksina, stepenu tj. obimu cvetanja/kontaminacije, tipu aktivhosti za
koje se voda koristi i kontakta koji ljudi mogu imati sa vodenom sredinom




Rezime WHO direktive za cijanobakterije u vodama namenjenim za vodosnabdevanje

Nivo Stanje — gustina | Aktivnosti

upozorenja algalnih ¢elija

Opreznost 200 celija uslovi koji ne dovode do cvetanja, cijanobakterije se detektuju u
(opasnost cijanobakterijal/ malom broju, nedeljni monitoring

niskog mi

stepena)

1 (opasnost
srednjeg
stepena)

2000 celija/ml ili

1 pug/l hlorofila a
sa

dominacijom
cijanobakterija

trend kretanja ka pove¢anom broju ili odrzavanju srednjeg broja
cijanobakterija

voda moze biti neupotrebljiva za pi¢e bez predhodne obrade

u izvorima za vodosnabdevanje uvodi se testiranje toksina, narocito
ukoliko su u uzorku najdominantnije poznate toksiéne vrste-
ponavljati nedeljno analize

nizak rizik za iritaciju koze i gastrointestinalne probleme kroz kontakt
tokom aktivnosti u vodi (plivanje i dr.)

kontinuirano nedeljno odredivanje brojnosti cijanobakterija i davanje

izvestaja javnosti

2 (opasnost
visokog
stepena)

100.000 celija/ml
ili

50 ug/l hlorofila

a

sa dominacijom

cijanobakterija

stalno visok broj potencijalno toksi€nih cijanobakterija u vodi i/ili
vidljivo lokalizovane formirane nakupine

voda je neupotrebljiva za pic¢e bez predhodnog odgovarajuceg
tretmana

uvodi se testiranje toksina i/ili vrSi se nedeljno

nedeljno uzimanje uzorka i odredivanje broja cijanobakterija
ukoliko je moguce treba zameniti izvor snabdevanja vodom
povecan rizik od negativnih efekata po ljudsko zdravlje

Sire medijsko izvestavanje javnosti




Metode detekcije cijanotoksina

Posebne metode

OpSte metode

MIKROCISTINI

bioeseji (npr. misevi, A. salina)
PPIA

ELISA

HPLC-PDA
LCMS (/MS)

CILINDROSPERMOPSIN
bioeseji
ELISA

HPLC-PDA
LCMS

ANATOKSIN-A
bioeseji
ELISA*

HPLC-FD
LCMS

PST toksini
bioese]ji
ELISA*

HPLC-FD
LCMS




Istrazivanja cijanobakterijske populacije i njinovih metabolita su veoma
kompleksna 1 podrazumevaju uvodenje monitoring koji se, prema
Chorus i Cavalieri (2000) sastoji od nekoliko faza:

| faza se uvodi zbog moguce pojave masovnog razvoja
cijanobakterija | pojave cijanotoksina u vodi;

Il faza koja se sprovodi u cilju ispitivanja indikatora prisustva
potencijalno toksicnih i toksiCnih cijanobakterija vizuelnom
iInspekcijom;

lll faza podrazumeva kvalitativnu i kvantitativhu procenu
proliferacije toksicnih cijanobakterija i kvantitativno odredivanje
cijanobakterijske biomase;

IV faza obuhvata kvalitativnhu i kvantitativnu analizu specificnih
grupa cijanotoksina i procenu zdravstvenog rizika.



Nasa iskustva:

Trenutno se u Mikrobioloskoj laboratoriji Departmana
za biologiju i ekologiju, PMF, Novi Sad i

u Imunoloskoj laboratoriji Instituta za onkologiju u
Sremskoj Kamenici rade analize:

* Mikrocistina i saksitoksina-ELISA test

* Mikrocistina i saksitoksina-HPLC metoda

* Mikrocistina-PP1 esej

* Mikrocistina-NMR
* Ukupni cijanotoksini-esej sa celijskim linijjama

zorica.svircev@dbe.uns.ac.rs
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