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Predgovor

Voda je fundamentalna potreba coveka. Medutim, ovaj dragoceni, krhki resurs je
ugrozen, a samim time je ugrozeno zdravlje covecenstva i ¢itavog Zivog sveta. Naglo
povecanje ljudske populacije, urbanizacija i moderna poljoprivredna praksa doveli su do
ubrzane eutrofizacije vodenih ekosistema, a kao posledica toga intenzivirana je i masovna
pojava prastarih, ali i opasnih mikroorganizama-cijanobakterija.

Cijanobakterije su prisutne u mnogim ekosistemima. Njihovo povecéano
razmnozavanje i povecanje biomase u vodi se naziva cvetanje cijanobakterija. Danas je
pojava cvetanja cijanobakterija globalni problem, s obzirom da obimno cvetanje
cijanobakterija moze imati negativne efekte na zZivotnu sredinu, zdravlje i ekonomiju.
Opadanije kvaliteta vode, posebno u rezervoarima za vodosnabdevanje, navodnjavanje, kao i
u ribnjacima je razlog za sve vecu zabrinutost. Naime, tokom i posle cvetanja cijanobakterija
potencijalno opasne koncentracije toksicnih cijanobakterijskih metabolita-cijanotoksina
mogu biti prisutne u vodi. Cijanotoksini predstavijaju opasnost po biljake i Zivotinje, a takode
mogu izazvati akutne i hronicne poremecaje kod ljudi.

Cvetanje cijanobakterija je prisutno u mnogim vodenim ekosistemima Sirom Srbije.
Prvi podaci o algama u Srbiji objavljeni su pre 130 godina, a nakon toga, usledila su
progresivnija i temeljnija istraZivanja o pojavi i efektima cijanobakterija i njihovih toksina u
vodenim biotopima Srbije. Sa promenom klimatskih uslova, pojacanim antropogenim
uticajem i ubrzanom eutrofizacijom, pojava cvetanja cijanobakterija postaje sve cesci
problem i u nasoj zemlji. Iz tog razloga postoji potreba da se istrazi ovaj fenomen, odnosno
da se analiziraju pojave cvetanja u Srbiji, posebno u akumulacijama za vodosnabdevanje,
navodnjavanje i u ribnjacima, radi pracenja puteva izlaganja coveka i negativnih efekata na
zdravlje ljudi.

Rezultati ove teze ée pomoci u boljem poznavanju negativnih efekata na ljudsko
zdravlje koje mogu da izazovu cijanobakterije i njihovi toksini, kao i nacinima izlaganja
coveka ovim Stetnim metabolitima. Informacije iz disertacije mogu predstavijati osnovu
prevencije raznih oboljenja i mogu da pronadu primenu u domovima zdravlja, zavodima za
javno zdravlje, bolnicama, sredstvima javnog informisanja, kao i fabrikama voda,
poljoprivrednim i turistckim organizacijama. Takode, rezultati bi mogli pomoci prilikom
implementacije legislative i granicnih vrednosti cijanotoksina u Srbiji. Dobijeni podaci
ukazuju na potrebu detaljnijeg izucavanja ovog fenomena, posebno kada se uzme u obzir sve
Cesc¢a pojava cvetanja cijanobakterija.

U Novom Sadu, 27.04.2015. Damjana Drobac
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Skracenice

Skracenice

Ach - acetilholin

Bcl2 - B ¢elijski limfom 2

CAT - katalaza

DAG - diacil glycerol

dm - dimetilovana forma toksina

DPPH - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikal

ELISA - enzimski imuno-vezujuci test (enzyme linked immunosorbent assay)
ERM - ekoremedijacija

GPX - glutation peroksidaza

GSH - glutation
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HCV - hroni¢ni virusni hetatitis C

HPLC - te¢na hromatografija visokih performansi (High-Performance Liquid
Chromatography)

ip - intraperitonealno

iv- intravenski

LC-MS - te¢na hromatografija-masena spektrometrija (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry)

LDso - letalna doza koja ubija 50 % test organizama

MAPK - mitogen-aktivirajuée protein kinaze

MC-LF - mikrocistin LF (leucin fenilalanin)

MC-LR - mikrocistin LR (leucin arginin)
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1. UVOD

Cijanobakterije poznate jo§ kao modro-zelene alge (Cyanobacteria, Cyanophyta)
(Stanier, 1971; Lewin, 1979) predstavljaju najstariju i raznovrsnu grupu fotoautotrofnih
organizama na Zemlji, koja se pojavila pre oko 2,3 do 2,9 milijardi godina (Olson, 2006;
Blank i Sanchez-Baracaldo, 2010; Schirrmeister i sar., 2011). Prema nekim autorima (Schopf
i Walter, 1982; Herrero i Flores, 2008) nadeni su fosili cijanobakterija ¢ija se starost
procenjuje na 3,5 milijardi godina. Pre pojave cijanobakterija zemljina atmosfera je bila puna
otrovnih gasova sa veoma malom koli¢inom kiseonika. Cijanobakterije su prvi organizmi koji
su vrsili oksigenu fotosintezu i na taj nac¢in su pomogle u stvaranju atmosfere kakva je danas i
samim tim omogucile evoluciju ostalih organizama na Zemlji (Michael, 1995; Skulberg,
1996).

Zbog izuzetne sposobnosti adaptacije ovi drevni organizmi opstaju ve¢ milijardama
godina. O njihovoj sposobnosti prilagodavanja svedoéi i Cinjenica da su cijanobakterije
eurivalentni, kosmopolitski organizmi, sa Sirokom valencom rasprostiranja u raznim
ekosistemima, mozemo ih na¢i kako u slatkim i slanim vodama, u tlu i na vlaznim
povrSinama. Poznate su i kao pionirski i ekstremofilni organizmi jer mogu da naseljavaju sve
tipove zemljiSta, peScare, bunare, pecine, planinske vrhove, mineralne vode, termalne izvore,
fasade, slatine, stene, lesne sedimente, liSajeve 1 druga stanista (Whitton i1 Potts, 2000). Mogu
da prezive na Antartiku na -83°C, kao i u termalnim vodama toplijim od 70°C (Blazencié,
1998). Vrstama koje su izloZene jakoj suncevoj radijaciji, kao Sto su vrste koje naseljavaju
kopno 1 sneg na Antarktiku, preZivljavanje obezbeduje sluzavi zastitni omota¢ (Metcalf i
Codd, 2004).

Naseljavajuci terestri¢ne, slatkovodne 1 marinske ekosisteme, cijanobakterije igraju
veoma vaznu ulogu u funkcionisanju pomenutih ekosistema, pre svega kao primarni
producenti i uéesnici u ciklusima kruzenja elemenata azota i sumpora (Kaebernick i Neilan,
2001). Sposobnost da fiksiraju slobodan azot iz atmosfere, koju poseduje vecina
cijanobakterijskih vrsta (kao na primer pripadnici rodova: Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Nodularia i Nostoc), dodatno im obezbeduje veoma S$iroku valencu
rasprostiranja. Zahvaljuju¢i ovoj osobini one Cesto dominiraju u ekosistemima sa niskim
sadrzajem neorganskog azota. Pomocu enzima nitrogenaze, cijanobakterije direktno
pretvaraju azot u amonijak koji dalje ulazi u biohemijske cikluse. Zbog pomenute osobine

cijanobakterije Cesto ulaze u simbiotske odnose sa drugim organizmima (Seckbach, 2007).
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Takode, igraju znacajnu ulogu u obogaéivanju zemljiSta azotom, pa kao takve mogu imati
Siroku primenu u poljoprivredi (Svircev, 2005).

Cijanobakterije su organizmi sa brojnim specificnim ekoloskim, fizioloskim i
biohemijskim karakteristikama, usled ¢ega imaju veliki znacaj i ulogu u raznim prirodnim
procesima, a predstavljaju i izrazito znaCajan potencijal u biotehnoloskoj primeni.
Cijanobakterije imaju sposobnost produkcije Sirokog spektra metabolita poput proteina,
lipida, vitamina, ugljenih hidrata, pigmenata, antioksidativnih jedinjenja, bioloski aktivnih
supstanci i1 drugih vaznih produkata metabolizma koji mogu imati komercijalnu primenu
(Gantar, 1985; Ciferri i sar., 1989; Gantar i sar., 1995). Ovi organizmi predstavljaju

vvvvv

energije i lekova (videti Svirc¢ev, 2005).

1.1. Biologija ¢elije cijanobakterija 1 morfoloska organizacija talusa

Struktura celija cijanobakterija karakteristicna je za prokariotske organizme. Na
povrsini samih Celija nalazi se sluzavi, galertni, zelatinozni omotac¢ koji $titi cijanobakterijske
éelije od isusivanja. Celijski zid im je viSeslojan i sastoji se iz 4 sloja, ispod kog se nalazi
tanka plazmalema i procitoplazma. Procitoplazma je gusta i nepokretna i u njoj su smesteni
ribozomi (70S), rezervne supstance, razli¢iti kristali i gasne vakuole. Rezervne materije Cine
glikopeptidi, lipidne inkluzije, cijanoficinska zrna i polifosfatna tela. Pomenute materije se
akumuliraju u uslovima viska odredenih nutrijenata. Kao rezerve azota sluze cijanoficinska
zrna, dok kao energetski izvor 1 rezerve fosfora sluze volutinska zrna ili metahromatska tela
koja sadrze polifosfate 1 lipidnu ili proteinsku komponentu. Gasne vakuole su ispunjene
azotom 1 predstavljaju jednu od adaptacija na planktonski nacin Zivota. Fibrili DNK i
hijaloplazma se nalaze u centralnom delu cijanobakterijske celije, gde grade nukleoplazmu.
Karakteristike nukleoplazme su da se oko nje nikada ne obrazuje membrana i ne poseduje
jedarce, histone, hromozome i jedrovo vreteno (Blazenci¢, 1998).

Cijanobakterije su jednocelijski i1 viSecelijski organizmi (Castenholz 1 Waterbury,
1989). U pogledu morfoloske organizacije, medu cijanobakterijama se javljaju predstavnici
na jednocelijskom, kolonijalnom i trihalnom (kon¢astom) nivou razvoja talusa (Holt, 1994).
Jednocelijske cijanobakterije su ¢esto prisutne u morima, dok u kopnenim vodama vrste koje

se pojavljuju masovno po pravilu se ne javljaju u takvom obliku. Jednocelijski oblici
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cijanobakterija u slatkovodanim ekosistemima cesto predstavljaju pocetak nastanka kolonija.
Pojedine vrste kolonijalnih cijanobakterija razlikuju se po veli¢ini ¢elija, obliku i omota¢u
kolonije. Kolonije mogu u promeru dosti¢i veli¢inu viSe stotina pm (Sedmak i Svircev,
2011).

Trihalne cijanobakterije mogu imati homocitni ili heterocitni tip talusa. :

Homocitni talus se sastoji od identi¢nih vegetativnih ¢elija, dok heterocitni tip

-

talusa poseduje i specijalizovane ¢elije, spore (akineti) i heterociste (Slika 1).
Spore imaju zadebljao ¢elijski zid, bogate su hranljivim materijama i visokim
sadrzajem DNK (20-30 puta veéi sadrzaj DNK u sporama nego u vegetativnim

¢elijama) i sluze za prezivljavanje nepovoljnih uslova. Znacaj heterocista se

ogleda u tome da predstavljaju mesta nakupljanja enzima, vezivanja l\

atmosferskog azota, kao i da su to rudimenti celija za razmnozavanje 0

(Blazengié, 1998). -
Slika 1. Heterocista (H) i akinet (A) u trihomu

Cylindrospermopsis raciborskii (Svircev i sar., submitirano)

Cijanobakterije se razmnozavaju prostom celijskom deobom, hormogonijama i
hormocistama. Prosta c¢elijska deoba je karakteristicna za jednocelijske i kolonijalne
cijanobakterije, samo $to se ¢elije kolonijalnih cijanobakterija nakon deobe ne rastavljaju,
nego ostaju spojene grade¢i grupacije celija razliCitog oblika. Koncasti predstavnici
cijanobakterija se razmnoZavaju hormogonijama i hormocistama. Razdeljivanjem koncastog
talusa na fragmente gde svaki fragment (hormogonija) moze da izraste u novu jedinku,
predstavlja razmnozavanje hormogonijama. Hormociste su slicne hormogonijama, a razlikuju
se po tome S§to se nalaze u grupama gde su obavijene zajednic¢kim debelim omotacem
(Blazenci¢, 1998).

Cijanobakterije su primarno fotoautotrofni organizmi, koji poseduju sposobnost da se
hrane i1 fotoheterotrofno, autoheterotrofno, heteroautotrofno i heterotrofno (Metcalf i Codd,
2004). Cijanobakterije imaju fotosinteticke pigmente kao i biljke. Poseduju hlorofil a, koji je
smeSten u membranama tilakoida i pigmente iz grupe karotenoida i fikobilina, koji su
smesteni na spoljasnjoj povrsini tilakoida (Holt, 1994; Codd i sar., 2005). Fikocijanini iz
grupe fikobilina daju cijanobakterijama karakteristi¢cnu modro-zelenu boju, dok fikoeritrin,

takode iz grupe fikobilina, daje oranz ili crvenu boju (Simic¢, 1988).
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1.2. Cijanobakterije i cvetanje vode

Cijanobakterije su mikroskopski organizmi, obi¢no toliko sitni da se ne mogu uociti
golim okom. Medutim, ponekad ovi sicu$ni organizmi mogu da obrazuju vidljive kolonije ili
da se toliko prenamnoze da formiraju primetne nakupine, najcesce zelene boje, mada mogu
biti Zute, pa i crvene boje, §to je pradeno i pojavom neprijatnog mirisa. Ovaj fenomen
masovnog razvoja cijanobakterija predstavlja “cvetanje vode”.

Masovna pojava cijanobakterija u vodenim ekositemima postala je znacajan ekoloski
problem Sirom sveta. U Evropi, Aziji i Americi vise od 40 % jezera i akumulacija su eutrofni
I predstavljaju povoljnu sredinu za masovni razvoj cijanobakterija (Chorus i Bartram, 1999).
Antropogena ubrzana eutrofizacija vodenih ekosistema vodi ka neminovnom
prenamnozavanju fotoautotrofnih organizama, ukljucujuci i cijanobakterije.

Eutrofizacija je prirodni proces postepenog povecanja koli¢ine organske materije koji
moze da traje vekovima i ne moze se zaustaviti, mada se moze usporiti (Pukic¢ i sar., 2000).
To je prirodni proces “starenja” svakog vodenog ekosistema, dok je znatno brza vestacka ili
ubrzana eutrofizacija koja se najce$¢e odvija pod uticajem antropogenog faktora. Velike
koli¢ine nutrijenata antropogenog porekla dospevaju u vodene ekosisteme putem spiranja sa
poljoprivrednih povrSina, nedovoljno tretiranim otpadom, kao i otpadnim vodama razli¢itih
industrijskih postrojenja, naselja itd. (Bartram i sar., 1999).

U vodenim ekosistemima razgradnja organskih jedinjenja se odvija pod uticajem
fizickih, hemijskih i bioloskih procesa, pri ¢emu se razlazu na neorganska jedinjenja.
Povecana koncentracije nutrijenata, pre svega azota i fosfora, uz posebne i odgovarajuce
uslove kao $to su optimalna pH vrednost od 6 do 9, temperatura vode od 15 do 30°C , kao 1
slaba pokretljivost vode (Carmichael, 1996), mogu omoguciti ubrzano razmnozavanje
cijanobakterija i naglo poveéanje njihove ukupne biomase. Ova pojava cvetanja vode (Slika
2) predstavlja najuocljiviji znak eutrofizacije vodenog ekosistema.

Cvetanje cijanobakterija je favorizovano u vodenim ekosistemima bogatim
mineralnim 1 organskim jedinjenjima, kao Sto su sporotekuce eutrofne vode, eutrofna jezera,
bare, sistemi za navodnjavanje, kanali i ribnjaci (Codd, 2000). Cvetanje vode se definise kada
je u vodenim sredinama proliferacija jedne ili nekoliko vrsta cijanobakterija masovna,
odnosno kada je koncentracija cijanobakterijskih ¢elija ve¢a od 10 000 u mililitru vode

(Falconer, 1998; 1999).
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A s i

Slika 2. Cvetanje vode u a) ribnjaku u Vojvodini b) jezeru Vrutci (b-Foto: Tijana Jeftic)

Cvetanje je lako uocljivo i manifestuje se promenom boje vode, mutnoéom i
smanjenom providnosti, zatim pojavom povrSinskog penusanja, vidljivim nakupinama na
povrsini vode u vidu prevlaka, povrsinske skrame ili grudvastih debelih formacija. Nakupine
cijanobakterija na povrS§ini vode mogu biti razbijene delovanjem talasa ili vetrom,
dispergovane po celom vodenom ekosistemu i naknadno nagomilane uz obalu vodenog
ekosistema (Sviréev, 2011).

Usled sve veceg povecanja broja cijanobakterija smanjuje se providnosti vode i
blokira prodor sunevih zraka, ¢ime se sprecava proces fotosinteze, a samim tim dolazi 1 do
smanjenja koli¢ine kiseonika u vodi. Kada se potroSe zalihe jednog ili vise neophodnih
elemenata za rast, cijanobakterije poCinju da odumiru. Kao posledica toga dolazi do
intenzivnih procesa truljenja koji zahtevaju dodatnu potro$nju kiseonika. Koncentracija
kiseonika se dalje smanjuje i to narocito nocu, §to moze prouzrokovati nedostatak kiseonika
za ostala Ziva bi¢a u vodi. Ovakva hipoksija, a u tezim slu¢ajevima i1 anoksija, naro€ito u
dubljim slojevima vode, moze da dovede do masovnog uginu¢a aerobnih organizama
(Svircev, 2001).

Ukoliko je pojava izrazenog cvetanja algi i cijanobakterija povezana sa negativnim
posledicama po okolinu, kao §to su: poremecaj stabilnosti ekosistema, mortalitet Zivog sveta,
negativan uticaj na lance ishrane, produkcija toksi¢nih materija i drugo, tada se ona definise
kao opasno algalno cvetanje (eng. “harmful algal blooms”-HABS) (Carmichael i Falconer,
1993; Chorus i Bartram, 1999). Najve¢i problem vezan za pojavu cvetanja vode jeste
produkcija toksi¢nih sekundarnih metabolita cijanobakterija. Ovi opasni produkti se nazivaju
cijanotoksini. To su visoko aktivne toksi¢ne supstance koje su rizicne po druge
mikroorganizame, biljke, divlje i domace zivotinje, a mogu da dovedu do ozbiljnih
zdravstvenih problema i kod ljudi (Carmichael i Falconer., 1993; Falconer, 1998; Kuiper-
Goodman i sar., 1999).
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1.3. Cijanotoksini-opste karakteristike 1 njihov uticaj na zdravlje

Cijanotoksini su bioloski aktivna jedinjenja sintetisana od strane cijanobakterija 1 kod
najveceg broja vrsta oni se ne sintetiSu tokom svih faza rasta, nego ulaskom u sekundarni
metabolizam koji je uslovljen stresnim faktorima. Toksini cijanobakterija su biohemijski i
funkcionalno raznovrsna grupa jedinjenja, koji su po hemijskom sastavu najcesée peptidi,
alkaloidi i lipopolisaharidi. Cijanotoksini mogu biti intracelularni, zatvoreni unutar ¢elije ili
oslobodeni u spoljasnju sredinu, kada postaju ekstracelularni toksini. Njihovo oslobadanje u
spoljasnu sredinu se moze desiti za vreme Zivota Celija, ali se ¢eS¢e deSava nakom celijske
smrti i oStecenja ¢Celijskog zida kada se oslobadaju zajedno sa ¢elijskim sadrzajem (Chorus,
2001). Njihova produkcija, nagomilavanje u ¢eliji i izluCivanje u spoljasnju sredinu nisu
sluc¢ajni, nego predstavljaju deo evolutivnhog procesa tokom kojeg su se cijanobakterije
adaptirale na specijalne potrebe ili promene u spoljasnjoj sredini.

Diverzitet cijanotoksina je Sirokog raspona 1 globalna distribucija toksi¢nih
cijanobakterija svedo¢i o njithovom ekoloskom uspehu, koji sa druge strane stvara probleme
vezane za zdravlje ljudi i zivotinja. Ekofiziologija i otkrivanje prave funkcije cijanotoksina za
sada ostaju nepoznati, uprkos velikom broju istrazivanja posvecenih cijanobakterijama.
Produkcija cijanotoksina je pod uticajem mnogobrojnih ekoloskih faktora sredine, od kojih
posebnu vaznost imaju dostupnost nutrijenata, temperatura, pH, uslovi osvetljenosti i drugo.
Jedna od hipoteza koja bi mogla da objasni ekolosku funkciju cijanotoksina govori o
mogucnosti njihovog nastanka iz celijske potrebe za odbrambenim mehanizmom, kao
odgovor na pritisak sredine i/ili konkurencije za resurse. Takode, jedna od moguéih ekoloskih
funkcija cijanotoksina je i odbrambeni mehanizam protiv predatora, gde vrste koje imaju
sposobnost produkcije cijanotoksina bivaju favorizovane i1 imaju vecu Sansu za opstanak U
odnosu na one vrste koje nisu toksi¢ne. Jo$ jedna funkcija koju bi cijanotoksini mogli da
imaju je fizioloska asistencija (poboljSavanje Celijske fiziologije, naknada za homeostazu,
fotosinteticka efikasnost i ubrzana stopa rasta) (Holland i Kinnear, 2013).

U sagledavanju potencijalne ekolosSke uloge cijanotoksina, vazno je imati na umu da
su cijanobakterije, kao jedna od najstarijih grupa organizama na Zemlji, uspele da opstanu
uprkos svim promenama koje su se desile tokom vremena. Sinteza cijanotoksina je
kontrolisana razli¢itim genetskim i/ili enzimskim faktorima koji uslovljavaju varijabilnost
biosintetskih puteva cijanotoksina kod razli¢itih vrsta. Samim tim, priroda i kompozicija

cijanotoksina moze biti promenljiva, kao odgovor na abioticke i bioticke faktore sredine.
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Sve ovo ukazuje na mogucu divergentnost 1 multifunkcionalnost ekoloske uloge toksina koja
se razvijala tokom vremena (Holland i Kinnear, 2013).

Mehanizmi cijanobakterijske toksi¢nosti su takode veoma razliciti, te se cijanotoksini
mogu kategorisati prema targetnom sistemu, odnosno organu ili ¢elijama na koje deluju. Na
osnovu toga cijanobakterijski toksini se mogu podeliti u nekoliko uslovnih (jer neki
cijanotoksini mogu imati viSe razli¢itih dejstava i da utiCu na vise organa) kategorija

(Carmichael, 1992; Codd i sar., 2005):

1. Hepatotoksini (mikrocistini, nodularini)
Iako primarno oStecuju jetru, mogu da uticu i1 na druge organe;
2. Neurotoksini (anatoksini i saksitoksini)
Uti¢u na centralni nervni sistem blokadom neuromuskularnih veza;
3. Dermatotoksini (aplaziatoksin, debromoaplaziatoksin i lingbiatoksin)
Izazivaju dermatitise, oralne i gastrointestinalne inflamacije;
4. Citotoksini (cilindrospermopsin i lipopolisaharidi)

Izazivaju alergijske reakcije, ostecuju jetru, bubrege 1 kozu.

1.3.1. Hepatotoksini

Hepatotoksini su po hemijskom sastavu cikli¢ni peptidi, koji ispoljavaju svoj toksi¢ni
efekat inhibiSu¢i enzime protein fosfataze. NajceS¢e su prisutni u toku cvetanja povrsinskih
voda, a svojim delovanjem mogu da izazivaju hemoragije, poremecaje jetre i stimuliSu rast
¢elija tumora. Trovanje hepatotoksinima se prepoznaje po opstoj slabosti, bledilu, otezanom
disanju, abdominalnim bolovima, nadutosti, povra¢anju, pojavi dijareje, kao 1 ubrzanom ili
slabom pulsu (Codd i sar., 2005). Najznacajniji i najpoznatiji hepatotoksini su mikrocistini i

nodularini.

1.3.1.1. Mikrocistini

Mikrocistini su hepatotoksi¢ni cijanotoksini koji su najviSe proucavani kao
najzastupljeniji toksini u povrSinskim vodama. Oni predstavljaju najvecu 1 strukturno veoma
raznovrsnu grupu cijanobakterijskih toksina i ne postoji jedinstvena lista sa svim poznatim
varijantama mikrocistina, ali procenjuje se da ukupan broj varijanti ovog toksina, prikupljen

iz razlicitih literaturnih izvora, prevazilazi 200, a nove varijente se stalno otkrivaju (Svircev i
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sar., 2014). Varijacije u strukturi odgovorne su za razlike u toksi¢nosti ovih jedinjenja. Jedna

Ovi cijanotoksini zbog svoje hemijske strukture su izuzetno stabilni u vodi, mogu
tolerisati radikalne promene u spoljasnjoj sredini, otporni su na ekstremne pH vrednosti
(Harada i sar., 1996; Harada i Tsuji, 1998) kao i temperature, ¢ak mogu da opstanu posle
kljucanja vode, Sto ukazuje da kuvanje nije dovoljno da bi se eliminisali ovi perzistentni
cijanotoksini (SZO, 1999).

Mikrocistini su dobili naziv prema predstavniku cijanobakterijskog roda iz kojeg su
prvi put izolovani, a to je Microcystis. Pored navedenog roda, brojni drugi cijanobakterijski
rodovi imaju predstavnike sa sposobnostima produkcije ovog cijanotoksina, a tu se ubrajaju:
Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Aphanocapsa, Hapalosiphon, Nostoc,
Planktothrix (Oscillatoria), Pseudanabaena, Synechococcus i Synechocystis (Hardy, 2011).
Pomenuti rodovi imaju kosmopolitsku distribuciju, zbog ¢ega ovaj njihov hepatotoksiéni
metabolit predstavlja globalnu opasnost.

Mikrocistini mogu ispoljiti akutne toksi¢ne efekte na zivotinje i ljude (Jochimsen i
sar., 1998; Codd i sar., 2005; Campos i Vasconcelos, 2010). Ovi cijanotoksini mogu dovesti
do uginuca zivotinja, najceS¢e pasa i stoke, a ribe 1 ptice su takode podlozne delovanju i
toksi¢nosti mikrocistinima. Bez obzira na vrstu, mehanizam delovanja mikrocistina je isti, a
to je inhibicija protein fosfataza, koja izaziva pre svega osStecenje jetre, ali moze da utice i na
druge organe. Pored akutnih ovi toksini mogu imati i hroni¢ne efekte. Sve viSe istrazivanja
pokazuje da mikrocistini mogu predstavljati potencijalne kancerogene (Ito i sar., 1997
Hernandez i sar., 2009; Svircev i sar., 2009; 2010; 2013; 2013a; Gan i sar., 2010, Zegura i
sar., 2011) i kao takvi oni predstavljaju pretnju po zdravlje ljudi, Zivotinja i biljaka sa kojima

dolaze u kontakt.

Molekularni mehanizmi toksi¢nosti mikrocistina

Vecina oralno unetih mikrocistina koja se apsorbuju iz gastrointestinalnog trakta se
zatim resorbuju portalnim krvotokom u jetru. Mikrocistini ulaze u hepatocite pomocu
specificnih nosaca-superfamilije organskih anjonskih transportnih polipeptida (Oatplb2,
OATP1B1 i OATP1B3) koji su prisutni i u krvno-mozdanoj barijeri (OATP1A) (Fischer i
sar., 2005; Komatsu i sar., 2007; Lu i sar., 2008). Kada stigne u hepatocite MC-LR formira
prvo ne-kovalentne veze, a kasnije i kovalentne veze sa protein fosfatazama 1 (PP1) i 2A
(PP2A) (Honkanen i sar., 1990; MacKintosh i sar., 1990; 1995) i na taj nacin inaktivira ove
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znacajne enzime. Naime, PP1 1 PP2A predstavljaju vazne regulatore celijske homeostaze,
koja se ostvaruje kroz fosforilaciju/defosforilaciju proteina (Cohen, 1989; Yamano i sar.,
1994; Wera i Hemmings, 1995).

Efekti mikrocistina na ¢elije jetre zavise od trajanja izlozenosti kao i koncentracije
cijanotoksina (Svir¢ev i sar., 2010). U zavisnosti od doze MC-LR, u Vero (bubreznim)
¢elijskim linijama indukovao je razli¢ite patoloske procese, kao Sto su autofagija, apoptoza ili
nekroza (Alvarca i sar., 2009). Veoma visoke koncentracije MC-LR izazivaju nekrozu ¢elija
jetre, subletalne doze mogu izazvati apoptozu, a niska koncentracija je povezana sa
proliferacijom ¢elija (Sviréev i sar., 2010). Kompleksnu interakciju na molekularnom nivou
unutar membrane, citoplazme i jedra hepatocita tokom akutnog i hroni¢nog izlaganja
razli¢itim koncentracijama MC-LR objasnili su Sviréev i saradnici (2010) i dali prikaz
pomoc¢u Seme 1 (Sviréev i sar., 2011).

MC-LR moze uzrokovati malignu transformaciju i proliferaciju hepatocita, nakon
uzastopnih ponavljaju¢ih mutacija. U toku svih ovih promena nastaje disregulacija gena koji
su kriticni u kontroli c¢elijskog ciklusa, proliferacije, apoptoze, celijske migracije i
metastaziranja. Mikrocistin moze da modulira glavne proliferacione signalne puteve preko
p53 supresornog gena tumora ili preko ciklin-ciklin zavisnih kinaznih enzima koji inhibiraju
¢elijski ciklus, mitogen-aktiviraju¢e protein kinaze (MAPK), PI3K/AKT-mTOR signalne
kaskade i drugih regulatornih gena Celijskog rasta (SvirCev i sar., 2011).

Hroni¢na ekspozicija niskim koncentracijama MC-LR povecava rizik za razvijanje
kancera. Tumor promoviSuc¢a aktivnost MC-LR proizilazi iz njegove sposobnosti da inhibise
PP2A i PP1, koje aktiviraju neke MAPK, onkogene i supresorne gene tumora. Aktivacija
MAPK indukuje preko transkripcionih faktora onkogene i citokine koji izazivaju povecanu
proliferaciju hepatocita 1 promociju tumora. Dugotrajno izlaganje celija jetre na MC-LR
dovodi i do stimulacije antiapoptickih proteina (Bcl-2) i aktivacije protein kinaze C (PKC),
favorizuju¢i ¢elijsko prezivljavanje i celijsku deobu S§to sve rezultira promocijom tumora
(Svircev 1 sar., 2011).

Takode, hroni¢na izlozenost MC-LR moze aktivirati diacil glicerol (DAG) put koji
favorizuje prezivljavanje ¢elija, povecava Celijsku proliferaciju i rezultira promocijom tumora
(Svircev 1 sar., 2010). Neki dokazi ukazuju na to da bi dugorocno izlaganje MC-LR moglo
izazvati neoplasti¢ne nodularne formacije koje mogu predstavljati pretece primarnog kancera

jetre (Sedmak i Suput, 2002; Leong i Leong, 2005).
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Sema 1: Molekularni mehanizmi prilikom akutne i hronicne ekspozicije MC-LR sa teorijskom

mogucnoscu indukcije hepatokarcinogeze (Svircev i sar., 2011).

Puna linija-akutna izloZenost mikrocistinu. Sa strelicama na krajevima: stimulacija u jednom ili oba smera; sa
tackama na krajevima: inhibicija u jednom ili oba smera.

Isprekidana linija-hroni¢na izloZenost mikrocistinu. Sa strelicama na krajevima: stimulacija u jednom ili oba
smera; sa tackama na krajevima: inhibicija u jednom ili oba smera.

Tackasta linija-veza izmedu ceramida, DAG (diacil glicerol), PKC (protein kinaza C), PP2A, Raf (mitogen
aktivirajuca protein kinaza kinaza kinaza), MEK (mitogen aktivirajua protein kinaza kinaza), ERK
(ekstracelularni signaling-regulisan protein kinazom), MAPK (mitogen aktiviraju¢a protein kinaza) i Bcl2 (B
¢elijski limfom 2) u ¢elijskoj proliferaciji i apoptozi. Sa strelicama na krajevima: stimulacija u jednom ili oba
Smera; sa tatkama na krajevima: inhibicija u jednom ili oba smera.
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Pored toga Sto MC-LR ima mutageno dejstvo 1 Sto deluje kao promotor tumora
(Bouaicha i sar., 2005), on moze da deluje i kao inicijator tumora. Inicijacija tumora moze da
se realizuje usled DNK ostecenja, bilo putem direktne interakcije MC-LR sa DNK ili preko
indirektnih mehanizama kao §to je indukcija formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng.
Reactive Oxygen Species, ROS) (Zegura i sar., 2008). U poslednje vreme, mehanizmi
toksiCnosti 1 karcinogeneze mikrocistina privlae mnogo paznje i kao rezultat proizisli su
brojni radovi koji analiziraju te mehanizme (Li i sar., 2009; Campos i Vasconcelos, 2010;
Takumi i sar., 2010; Zegura i sar., 2011; Zhang i sar., 2012; Xu i sar., 2012).

MC-LR moze da dovede i do apoptoze na razli¢ite nacine. Inhibicija PP1 i PP2A
moze poremetiti aktivnost pS3 gena, koji mogu da uti¢u na Celijski ciklus i suzbijanje tumora
(Takumi i sar., 2010). Pokazano je da inhibicija PP1 i PP2A moze da smanji aktivnost
sistema za DNK reparaciju (Mereish i sar., 1991; Moreno i sar., 2005), a kada DNK ne moze
da se popravi, Celije ulaze u apoptozu. Takode, MC-LR moze izazvati formaciju ROS, i
oslobadanje citohroma C i Ca®" koji aktiviraju pojedine kaspaze koje dovode do o$teéenja
citoskeleta i kona¢no, apoptoze (Sviréev i sar., 2010).

Apoptoza je slozen proces u koji su ukljuceni antiapoptotski ¢lanovi Bel-2 familije
(Bcl-2, Bcel-XL, MCI-1) i proapoptoticki ¢lanovi (Bax, Bid, Bad). MC-LR izaziva povecanje
ekspresije Bcl i Bax molekula, a MC-RR znacéajno smanjuje ekspresiju Bcl-2 molekula, ali
pospesuju Bax ekspresiju. Niske koncentracije mikrocistina primarno prouzrokuju apoptozu
preko Bid-Bax-Bcl-2 apoptotskog puta. Brzo nastale koncentracije kiseoni¢nih radikala
ubrzavaju regulaciju na dole Bcl-2 proteina, Sto utice na disbalans izmedu proliferacije
hepatocita i njihove apoptoze (Svircev i sar., 2011).

MC-LR delovanjem na PP1 i PP2A moze izazvati razne celijske poremecaje uz
ostecenje citoskeleta (Chorus i Bartram, 1999; Hiraga i Tamura, 2000) i to pre svega
mikrotubula hepatocita, §to vodi njihovoj morfoloskoj transformaciji (Fu i sar., 2005).
MC-LR u visokim dozama tokom akutnog izlaganja izaziva kolaps i agregaciju citokeratina
intermedijernih filamenata i aktinskih mikrofilamenata oko jedra (Falconer i sar., 1992;
Ghosh i sar., 1995; Clark i sar., 2007). Visoke doze MC-LR mogu dovesti do rupture
mitohondrijalne membrane i1 oSte¢enja hepati¢ne arhitekture sa poslediénim masivnim
krvarenjem u jetri (McDermott i sar., 1998; Chen i sar., 2005). Hepati¢no ostecenje
prouzrokovano MC-LR je rezultat brze apoptoze u vecini hepatocita. Hepatociti su
medusobno odvojeni, sakupljeni i zaobljeni, sa poveanom eozinofilijom 1 marginacijom

nuklearnog hromatina ili piknozisa (Hooser, 2000).

11


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vasconcelos%20V%5Bauth%5D

Uvod

Glutation (GSH) ima vaznu ulogu u ¢elijskoj odbrani od MC-LR. Naime, GSH moze
da inhibira aktivnost toksina formiranjem MC-GSH konjugata ili pomocu njegove
antioksidativne aktivnosti (Zegura i sar., 2006). GSH i cistein (Cis) konjugati sintetisani od
MC-LR, MC-YR, i MC-RR su pokazali smanjenu toksi¢nost kod miSeva u poredenju sa
originalnim mikrocistinom (Kondo i sar., 1992). Uoc¢eno je da se MC-LR-Cis efikasno
izlucuje putem bubrega, dok se MC-RR uglavnom izlucuje preko creva, a MC-LR-GSH se
sli¢no izlucuje putem creva i bubrega (Ito i sar., 2002).

1.3.1.2. Nodularin

Jo§ jedan mocan hepatotoksin koji proizvode cijanobakterije je nodularin. Ovaj
cikli¢ni pentapeptid je sliéne hemijske strukture i nacina delovanja kao mikrocistini. Toksi¢ni
efekti ovog cijanotoksina se prvenstveno odnose na hepatocite, zbog aktivnog transporta
nodularina u jetru pomo¢u multi-specificnih organskih anjon transportera zuéne kiseline
(Runnegar i sar. 1995). Toksi¢nost nodularina se svodi na inhibiciju eukariotske PP1 i PP2A i
pri tome vise utice na PP2A nego PP1. Inhibicija PP2A se odvija pri relativno slicnim
koncentracijama, kao i u slu¢aju mikrocistina (~0,1 nM) (Honkanen i sar., 1991). Nodularin
dovodi do hemoragije jetre kod miSa i ima letalan efekat pri intraperitonealnom (ip)
injektiranju doze od 50 pg/kg (LDso) (Eriksson i sar., 1988). Pri dozama manjim od te
koncentracije nodularin moze delovati kao kancerogen i to putem inicijacije i promocije
tumora jetre (Ohta i sar., 1994).

IstraZivanja su pokazala da nodularin ima sposobnost bioakumulacije u razli¢itim
organizmima, ukljuéujuci ribe, Skampe, zooplankton i druge bentosne organizme (Mazur-
Marzec i sar., 2007; Karjalainen i sar. 2008). Pri tome nodularin moze da izazove oksidativni
stres u tkivima u kojima se akumulira (Persson i sar., 2009) i moze imati negativan uticaj na
zdravlje ljudi 1 Zivotinja.

Sposobnost  produkcije nodularina imaju predstavnici cijanobakterijskog roda
Nodularia (Hardy, 2011), prvenstveno vrsta Nodularia spumigena. Kontaminacija vode
ovom vrstom je povezana sa slucajevima uginuca zivotinja (Francis, 1898; Main i sar., 1977;
Carmichael 1 sar., 1988; Nehring, 1993). U prvom nau¢nom izvestaju iz 1878. godine o
potencijalnoj toksi¢nosti cijanobakterija, George Francis (1878) je opisao nekoliko smrtnih
slucajeva Zivotinja u Australiji, kao posledica koriS¢enja vode za pice iz jezera koje je bilo

zahvaéeno cvetanjem cijanobakterija. Sto godina kasnije pretpostavljeno je da je Nodularia
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spumigena bila odgovorna za cvetanje pomenutih jezera, dok je toksin izolovan iz pomenute
vrste oznacen kao nodularin (Rinehart i sar., 1988).

Cvetanje toksi¢ne vrste Nodularia spumigena zabelezeno je Sirom sveta: na Novom
Zelandu (Carmichael i sar., 1988), u Baltickom moru (Sivonen i sar., 1989), Severnoj
Americi (Galat i sar., 1990), Nemackoj severnoj obali (Nehring, 1993), u estuarima i
primorskim lagunama Australije (Heresztyn i Nicholson, 1997), kao i braki¢nim i
slatkovodnim jezerima na uséu reke Murray u Australiji, koja je glavni izvor vode za pice i

navodnjavanje (Baker i Humpage, 1994).

1.3.2. Neurotoksini

Neurotoksine produkuje velik broj cijanobakterija. Ovi cijanotoksini uticu na centralni
nervni sistem blokadom neuromuskularnih veza, Sto moze da dovode do respiratornog i
kardiovaskularnog Soka (Carmichael i Falconer, 1993; Sivonen i Jones, 1999). Letalni efekat
se moze ispoljiti ve¢ nekoliko minuta, odnosno sati nakon unoS$enja neurotoksina u
organizam, zbog Cega Se nazivaju jo$ i brzo deluju¢i toksini. Najée$¢i neurotoksini su
saksitoksini i anatoksini, koji spadaju u grupu najjacih poznatih neurotoksina (Carmichael i
sar., 1979).

1.3.2.1. Saksitoksini

Ova grupa neurotoksina obuhvata saksitoksine i neosaksitoksine. Saksitoksini se
mogu akumulirati u vodenim organizmima koji se konzumiraju, kao $to su morski plodovi,
posebno Skoljke (Shumway, 1995). Ingestija kontaminiranih organizama ovim toksinima kod
¢oveka moze dovesti do bolesti poznate kao paraliti¢ko trovanje Skoljkama (eng. “paralytic
shellfish poisoning” PSP). Simptomi ovog trovanja poc¢inju da se pojavljuju ve¢ nakon 30
min od ingestije i to u vidu peckanja usana, jezika i grla, utrnulosti lica i vrata, znojenja,
povracanja, dijareje, slabosti miSic¢a, gubitka motorne koordinacije i paralize. Zbog paralize
respiratornih misic¢a i kardiovaskularnog kolapsa moze do¢i i do smrti (Llewellyn, 2006), sto
se dogadalo kod coveka nakon unosenja 1 mg saksitoksina (Evans, 1969). Ovi neurotoksini
uzrokuju 2 000 PSP slucajeva godisnje, sa stopom od 15 % ljudske smrtnosti (Kellmann i
sar., 2008).

Uklanjanje neapsorbovanog toksina se vr$i uz pomo¢ aktivnog uglja, dok trenutno ne

postoji klinicki odobren protivotrov u terapiji trovanja saksitoksinom (Pearson i sar., 2010).
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Poluzivot saksitoksina u telu je u proseku 90 min i Sanse za prezivljavanje se znacajno
smanjuju nakon 12 h od inicijalne konzumacije toksina (Kao, 1993). Mchanizam toksi¢nosti
se bazira na blokiranju i remeéenju rada natrijumovih, kalijumovih i kalcijumovih kanala
(Kao i Levinson, 1986; Wang i sar., 2003; Su i sar., 2004).

U slatkovodnim ekosistemima producenti saksitoksina mogu biti vrste: Anabaena
circinalis, Aphanizomenon sp., Aphanizomenon gracile, Cylindrospermopsis raciborskii,
Lyngbya wollei i Planktothrix sp. (Humpage i sar., 1994; Onodera i sar., 1997; Carmichael i
sar., 1997, Lagos i sar., 1999, Humpage, 2008, Ballot i sar., 2010).

1.3.2.2. Anatoksini

Anatoksini obuhvataju anatoksin-a, homoanatoksin-a i anatoksin-a (S) (Metcalf,
2004).

Anatoksin-a je po hemijskoj strukturi bicikliéni amin, potentan alkaloid, niske
molekulske tezine. Ovaj cijanotoksin deluje zaustavljanjem postsinapti¢ke depolarizacije i
prekidom neurotransmisije, $to se manifestuje slede¢im klini¢kim znacima: miSi¢nim
fascikulacijama, konvulzijama, kolapsom, paralizom, guSenjem, Ccijanozom i smrcéu
(Carmichael i sar.,1979; Edwards i sar., 1992; Gunn i sar., 1992). lako je prijavljen samo
ograni¢en broj sluc¢ajeva trovanja ovim toksinom, ¢ini se da je leCenje trovanja anatoksinom-a
od male ili nikakve koristi, a ishod je obi¢no smrtonosan (Puschner i sar., 2008). Izvestaji o
trovanju anatoksinom-a su redi od trovanja hepatotoksinima, medutim, ova trovanja se ipak
desavaju Sirom sveta. Zabelezen je veliki broj trovanja pasa (Edwards i sar., 1992; Gunn i
sar., 1992; Gugger i sar., 2005; Puschner i sar., 2008), a smatra se da bi ovaj cijanotoksin
mogao biti povezan sa uginu¢em teladi u SAD-u (Carmichael i sar., 1977), kao i flaminga u
Keniji (Krienitz i sar., 2003). Anatoksin-a mogu da produkuju neki predstavnici
cijanobakterijskih rodova: Oscillatoria, Anabaena, Aphanizomenon i Cylindrospermum
(Sivonen i Jones, 1999).

Homoanatoksin-a je strukturni homolog anatoksina-a, koji takode imitira efekat
neurotransmitera acetilholina (Ach) i tako deluje na neuromuskulatornu vezu i dovodi do
konstantne stimulacije miSi¢nih Celija, izazivaju¢i vrtoglavicu, teturanje, otezano disanje,
paralizu grudnih misSi¢a, konvulzije 1 smrt (Catterall, 1980; Carmichael i1 Falconer, 1993).
Smatra se da je nedavno ovaj toksin izazvao uginuce tri psa koja su se kupala u cvetaju¢em

jezeru u Holandiji (Faassen i sar., 2012).
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Anatoksin-a (S) se razlikuje u strukturnom pogledu i toksi¢nosti od anatoksina-a.
Mehanizam delovanja anatoksin-a (S) je irevirzibilna inhibicija enzima acetilholin esteraze,
¢ime sprecava njegovu reakciju sa Ach (Mahmood i Carmichael, 1986). Kao posledica toga
Ach se vezuje za membranske receptore i rezultuje stalnom stimulacijom misi¢a. Ovo se
manifestuje nekontrolisanim trzanjem misica 1 konvulzijama, a ako zahvati i respiratorne
miSice, usled prestanka disanja moze do¢i do smrtnog ishoda (Matsunaga i sar., 1989,
Carmichael i1 Falconer, 1993). KarakteristiCan simptom trovanja ovim toksinom je salivacija i
otuda slovo S u nazivu ovog toksina (Matsunaga i sar., 1989). Ovaj toksin prvenstveno
produkuju cijanobakterije iz roda Anabaena i to vrste A. flos-aqua, A. spiroides, A. circinalis

i A. lemmermannii (Sivonen i Jones, 1999; Carmichael, 2001).

1.3.3. Dermatotoksini

Dermatotoksini su alkaloidi koji se dele na aplaziatoksine, lingbiatoksine i
debromoaplaziatoksine. Dermatotoksini mogu da izazovu razlicite alergijske reakcije i
iritacije, kako na kozi, tako i na drugim organima. Najc¢esc¢e izazivaju teSke oblike dermatitisa
poznate kao “plivacki svrab”, zatim oralne i gastrointestinalne promene (Cardellina i sar.,
1979; Sivonen i Jones, 1999), samim tim ovi toksini predstavljaju posebnu opasnost u
vodama za rekreaciju, a o tome ¢e biti vise reci kasnije u tekstu o ovom nacinu izlaganja.

Pojedine vrste roda Lyngbya su poznate po produkciji toksina aplaziatoksina i
dermoaplaziatoksina, jedinjenja koja su inicijatori tumora i aktivatori enzima protein kinaze
C (Fujiki i sar., 1990). Cijanobakterije koje takode mogu da produkuju dermatotoksine su

tropske i subtropske cijanobakterije roda Oscillatoria i Schizothrix (Chorus i Bartram, 1999).

1.3.4. Citotoksini
1.3.4.1. Cilindrospermopsin

Cilindrospermopsin je toksin koji ispoljava negativne efekte na Celije razlicitih tkiva
zbog Cega je 1 svrstan u grupu citotoksina (Harada 1 sar., 1999). U pitanju je izuzetno bioloski
aktivan alkaloid koji ometa nekoliko metabolickih puteva. Toksi¢nost cilindrospermopsina se
ispoljava kroz inhibiciju glutationa, sinteze proteina i citohroma P450 (Runnegar i sar.,
2002). On ostecuje jetru, bubrege, slezinu, srce, creva, timus, koZzu i mukozne membrane

izazivajuci alergijske reakcije (osip, astmu, iritacije nosa, ociju i grla), dovodi do gréeva u
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stomaku, groznice, glavobolje (Metcalf i Codd, 2004; Wiegi i Pflugmacher, 2005).
Cilindrospermopsin se prema delovanju moze smatrati citotoksinom (Runnegar i sar., 2002),
ali i hepatotoksinom i neurotoksinom (Kiss i sar., 2002), a osim toga smatra se |
potencijalnim karcinogenom (Humpage i sar., 2000).

Takode, cilindrospermopsin moze pruzrokovati toksi¢nost in utero, jer je povezan sa
preuranjenim radanjem, smanjenom veli¢inom i1 povecanim mortalitetom mladunaca misa
(Rogers i sar., 2007). Na osnovu jednog istrazivanja postoji mogucénost da cilindrospermopsin
ima potencijalne endokrine efekte, odnosno da utice na odnos progesteron/estrogen kod zena,
ali se ovaj rezultat mora posmatrati sa oprezom zbog varijabilnosti medu testiranim
individuama (Young i sar., 2008).

Cilindrospermopsin je prvi put indentifikovan 1979. godine, kada je 148 osoba
hospitalizovano sa simptomima hepatoenteritisa u Kvinsledu, Australiji, §to je dovedeno u
vezu sa cvetanjem cijanobakterije Cylindrospermopsis raciborskii u rezervoaru vode za pice
(Bourke i sar., 1983). Ovaj cijanotoksin je povezan i sa uginu¢em goveda u Kvinsledu,
Australiji (Saker i sar., 1999).

Cilindrospermopsin  je 1992. godine izolovan iz cijanobakterijske vrste
Cylindrospermopsis raciborskii (Ohtani i sar., 1992), koja se naj¢e$ce javlja u tropskim
krajevima u slatkovodnim jezerima, rekama i akumulacijama. Medutim, re¢ je o invazivnoj
vrsti Koja Siri svoje rasprostanjenje i samim tim se povecava opasnost od pojave ovog
potentnog toksina koji gotovo da sada ima kosmopolitsku distribuciju. Navedeno se moze
pripisati karakteristikama vrste, kao na primer otpornost i formiranje veoma rezistentnih
akineta (Padisék, 1997), ali tome pomazu i klimatske promene, kao i ubrzana eutrofizacija.
Ova cijanobakterijska vrsta $iri svoj areal rasprostranjenja i u Srbiji (Ciri¢ sar., 2010; Simic¢ i
sar., 2011; Cvijan i Fuzinato, 2012; Karadzic¢ i sar., 2013; Institut za javno zdravlje, Subotica,
2013; Sviréev i sar., 2014). Predstavnici jo$ nekih rodova mogu da proizvode

cilindrospermopsin: Anabaena, Aphanizomemon, Umezakia i Raphidiopsis (Hardy, 2011).

1.3.4.2. Endotoksini (Lipopolisaharidni toksini)

Lipopolisaharidi ili endotoksini su integralni delovi spoljasnje membrane Gram-
negativnih bakterija, ukljucujuéi i cijanobakterije, gde formiraju komplekse sa proteinima 1
fosfolipidima. Cijanobakterijski lipopolisaharidi, kao i bakterijski lipopolisaharidi imaju
toksi¢no i pirogeno dejstvo, odnosno mogu da dovedu do inflamacija i gastroenteritisa, ali su

od njih manje potentni (Bell i Codd, 1996). Smatra se da ovi toksini mogu da izazovu iritaciju
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koze 1 ociju, sluzokoze, alergijske reakcije, vrtoglavicu, glavobolju, groznicu, gréeve,
gastroenteritis, povracanje, dijareju i1 respiratorne probleme (Weckesser 1 Drews, 1979;
Stewart, 2006). Mogucnost da se pomenuti simptomi pripiSu cijanobakterijskim
lipopolisaharidima se nalazi u cinjenici da i lipopolisaharidi heterotrofnih Gram-negativnih
bakterija mogu da dovedu do znaCajnog morbiditeta i mortaliteta. Stoga mozda 1
cijanobakterije mogu ravnopravno biti odgovorne za sli¢ne bolesti jer sadrze lipopolisaharide
(Stewart, 2006). Codd (2000) je prvi ovo sugerisao: “Lipopolisaharidi drugih bakterija su
povezani sa gastroenteritisom i inflamatornim problemima, pa se moze smatrati da i
cijanobakterijski lipopolisaharidi mogu doprineti zdravstvenim incidentima vezanim za vodu,
mada oni nisu adekvatno istrazeni”.

Toksi¢ni lipopolisaharidi su izolovani iz nekoliko vrsta Anabaena cylindrica,
Oscillatoria brevis, Microcystis aeruginosa, pa ¢ak i Spirulina platensis (videti Stewart,
2006), sto je interesantno sa medicinskog i higijenskog aspekta budu¢i da se ova
cijanobakterija obi¢no smatra netoksi¢nom i Koristi za proizvodnju suplemenata u ishrani.
Falconer (1999) je potvrdio da je lizat spiruline bio visoko toksi¢an za miSa kada se aplicira

ip injekcijom.

1.4. Srpski vodi€ za cvetanje cijanobakterija

Svircev i Balti¢ (2011) su zbog realnih moguc¢nosti izlozenosti stanovnika Srbije
cijanotoksinima, napravili prvi Srpski vodi¢ za cvetanje cijanobakterija u kojem se, izmedu
ostalog, nalazi i tabela sa simptomima i znacima trovanja izazvanim konkretnim
cijanotoksinima, koja ¢e u Tabeli 1 biti delom prikazana.

Navedeni simptomi 1 znaci trovanja cijanobakterijskim toksinima zavise od nacina i
vremena izlaganja, a pojavljuju se izmedu nekoliko sati do nekoliko dana nakon izlaganja.
Trovanje cijanotoksinima se moze dijagnostikovati na osnovu klinicke slike, navedenih
simptoma i anamneze. Anamnesticka pitanja podrazumevaju: opis vode, izlaganje-gde, kada,
koliko dugo, svesnost pacijenta, unos alkohola, hrane i lekova neposredno pre izlaganja, kao i
druge razloge za prisutne simptome. Takode, utvrdivanje dokaza izloZenosti toksinima se
preporucuje u svim slu¢ajevima na osnovu sacuvanog uzorka iz Zeluca, zbog dokazivanja
prisustva cijanobakterija mikroskopiranjem ili cijanotoksina pomocu laboratorijskih analiza

(Svircev i Balti¢, 2011).
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Tabela 1. Trovanje cijanotoksinima, simptomi i znaci (Svircev i Balti¢, 2011)

Toksini

Simptomi i znaci trovanja

Mikrocistini
hepatotoksin

Covek: Karuaru sindrom-gubitak apetita, gréevi u stomaku, muénina,
povracanje, dijareja/ krvava dijareja, poviSena temperatura, glavobolja, bol
u misi¢ima i zglobovima, opsta slabost.

Znaci: opste bledilo koZe i mukoznih membrana, dermatitis, suzenje ociju,
curenje nosa i hladni ekstremiteti; povisen nivo y-GT, LDH, ALT, SDH.
Hroni¢no trovanje: hepatocelularni karcinom, amiotrofi¢na lateralna
skleroza.

Pacov: smrtnost embriona, teratogenost, inicijator i promoter tumora,
kardiotoksi¢nost i nefrotoksi¢nost, povisen nivo ALT.

Sisari: slabost, ograni¢ena pokretljivost, anoreksija, bledilo koze
ekstremiteta i mukoznih membrana, zbunjenost, preosetljivost na svetlost.

Nodularin
hepatotoksin

Covek: iritacija koze i o&iju.
Eksperimentalni sistemi: inhibicija protein fosfataza, promocija tumora.

Saksitoksin,
Neosaksitoksin
neurotoksin

Covek: parestezija, utrnulost usana i usta do 3 h nakon ekspozicije,
izobliCenost lica, slabost misica vrata i ekstremiteta, diskoordinacija,
respiratorna i misi¢na paraliza.

Zivotinje: diskoordinacija, smrt usled gusenja.

Anatoksin-a
neurotoksin

Covek: nije potvrdeno.

Zivotinje: progresivno podrhtavanje misiéa, umanjena pokretljivost,
abdominalni tip disanja, cijanoza, konvulzije, paraliza, asfiksija i smrt.
Ptice: opisotonus (“s”-oblik vrata), vrtoglavica, fascikulacije misica,
otezano disanje, konvulzije, cijanoza, lu¢no savijanje vrata unazad i smrt.

Anatoksin-a (S)
neurotoksin

Covek: gréevi i fascikulacija misiéa, paraliza, sréana i respiratorna
insuficijencija.

Svinja: hipersalivacija, otezano disanje, tremor, fascikulacija, ataksija,
dijareja, leze¢i polozaj.

Patka: regurgitacija, pareza, opistotonus, kloni¢ni gréevi, smrt.

Mis: pojacano suzenje i luCenje pljuvacke, uriniranje, defekacija,
respiratorni zastoj i smrt.

Pacov: crvenilo koze uSiju, gréenje i fascikulacija misic¢a, konvulzije,
cijanoza, nesvestica i smrt.

Apliziatoksin
Lingbiatoksin
dermatotoksin

Covek: dermatitis, iritacija koze, “plivacki svrab”, duboka deskvamacija i
plikovi, kancer koze.
Mis: gastrointestinalne erozije sluznice, upala pluca i smrt.

Cilindrospermopsin
hepatotoksin,
citotoksin

Covek: nelagodnost, slabost, anoreksija, povra¢anje, dijareja, glavobolja,
bubrezna disfunkcija.

Znaci: bledilo mukoznih membrana, uvecana jetra, anomalije hromozoma.
Mis: potiStenost, anoreksija, dijareja, otezano disanje 1 smirt.

Lipopolisaharidi
citotoksin

Covek: dermatitis, iritacija koze, gastroenteritis, dijareja, gréevi u stomaku,
mucnina, alergijske reakcije, iritacija ociju, nosa i bronhopulmonarnog
sistema (emfizem, obstruktivna hroni¢na bolest i astma), groznica,
drhtavica, glavobolja, plikovi mukoznih membrana.
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1.5. Tolerantni dnevni unos cijanotoksina, predlozi SZO i iskustva iz

sveta

Zbog brojnih zdravstvenih posledica koje mogu da izazovu navedeni cijanotoksini,
posebno mikrocistini, Svetska zdravstvena organizacija (SZO) je odredila tolerantni dnevni
unos (TDI) od 0,04 ug/kg dnevno, kao i privremenu grani¢nu vrednost (GV) za MC-LR u
pijacoj vodi od 1 pg/L (SZO, 1998). TDI je kolicina potencijalno Stetne supstance koja moze
da se konzumira dnevno tokom zivota sa zanemarljivim rizikom od nezeljenih efekata po
zdravlje.

Odrednice za MC-LR poticu iz studije oralnog izlaganja misa ¢istom toksinu MC-LR
tokom 13 nedelja. Na osnovu histopatologije jetre i serumskih promena nivoa enzima
odreden je NOAEL (nivo bez uo¢enih neZeljenih efekata) od 40 pg/kg telesne mase dnevno
(Fawell i sar., 1994). Primenom ukupnog faktora nesigurnosti 1 000 (koji ukljucuje: 10 za
varijabilnosti unutar vrste, 10 za varijabilnosti izmedu vrsta 1 10 za ogranienja u bazi
podataka prvenstveno o hroni¢nim efektima), dobijen je TDI od 0,04 pg/kg telesne mase
coveka dnevno za MC-LR.

Na osnovu ove TDI vrednosti SZO je predlozila GV MC-LR za kriticne puteve
izlaganja. Naime, TDI vrednost je pomnozena sa standardizovanom telesnom tezinom (TT)
prosecne odrasle osobe (60 kg ili 70 kg) 1 faktorom raspodele (FR), odnosno procentom
ukupnog unosa putem razli¢itih nacina izlaganja (npr. voda za pice 0,8; hrana 0,2; suplementi
1). Dobijeno je zatim podeljeno sa dnevnim unosom (koli¢inom K) preko odredenog izvora
(npr. 2 L vode za pice; 0,1 kg ribe; 2 g suplemenata) (Dietrich i Hoeger, 2005), §to se moze

videti u priloZenoj formuli:

GV =(TDIx TT x FR) / K

Do danas, GV za druge forme mikrocistina, kao i druge cijanotoksine nisu definisane
od strane SZO, jer nema adekvanih informacija o dugotrajnom oralnom izlaganju i
toksi¢nosti ovih metabolita.

SZO je u cilju zastite zdravlja ljudi predloZzila i nivoe rizika u odnosu na brojnost
cijanobakterija, kao i koncentracije mikrocistina u vodama za rekreaciju i vodosnabdevanje
(Tabela 21 3).
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Tabela 2. Stepen zdravstvene ugrozenosti u odnosu na gustinu populacije cijanobakterija i

koncentracije mikrocistina u vodama za rekreaciju predlozen od SZO

(Chorus i Bartram, 1999)

Stepen Stanje/gustina Mikro- | Zdravstveni rizik | Preporucene
zdravstvene | populacije cistin aktivnosti
ugrozenosti (ug/L)
Mala <20 000 ¢elija 2-10 - kratkotrajne - postavljanje oznake
zdravstvena cijanobakterija/ zdravstvene koje ukazuju na
ugrozenost, mL ili negativne posledice | prisustvo
opasnost <10 ug/L hlorofil a (iritacije koze i cijanobakterija;
niskog sa dominacijom sluzokoze, - informisanje
stepena cijanobakterija intestinalne tegobe) | relevantnih
institucija
Srednja 20 000-100 000 10-20 | - kratkotrajne - intenzivna kontrola
zdravstvena cijanobakterijskih zdravstvene gustine populacije;
ugrozenost, ¢elija/mL ili negativne posledice | - suzdrzavanje od
opasnost 10-50 pg/L hlorofil (iritacije koze i kupanja i direktnog
srednjeg a sa dominacijom sluzokoze, kontakta sa vodom;
stepena cijanobakterija intestinalne - postavljanje oznake
tegobe); 0 prisustvu
- hroni¢na obolenja | cijanobakterija;
- informisanje
relevantnih
institucija
Velika >100 000 >20 - kratkotrajne - momentalna akcija
zdravstvena cijanobakterijskih zdravstvene prevencije kontakta
ugrozenost, ¢elija/mL ili negativne posledice | sa cijanobakterijama;
opasnost >50 ug/L hlorofil a (iritacije koze i - hitno zbrinjavanje
visokog formiranje sluzokoze, svih koji su bili u
stepena cijanobakterijskih intestinalne kontaktu sa
nakupina tegobg)v, nakupinama;
- hroni¢na ..
obolenja; - p_ostavljar_ue oznake
- moguénost koje ukazuju na

akutnog trovanja sa
letalnim ishodom

zabranu kupanja i
drugih aktivnosti u
vodama za
rekreaciju;

- informisanje
relevantnih
institucija
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Tabela 3. Nivo upozorenja u odnosu na gustinu populacije cijanobakterija u vodama

namenjenim za vodosnabdevanje predlozen od strane SZO (Chorus i Bartram, 1999)

Nivo Stanje-gustinai | Aktivnosti

upozorenja | brojnost éelija

opasnost 200 ¢elija - necvetajuci uslovi, cijanobakterije se detektuju u

niskog cijanobakterija po | malom broju, nedeljni monitoring

stepena mL

opasnost 2 000 - trend kretanja ka povec¢anom broju ili odrzavanju

srednjeg cijanobakterijskih | srednjeg broja cijanobakterija;

stepena ¢elija po mL ili - voda moze biti neupotrebljiva za pice bez predhodne
1 ug/L hlorofil a | obrade;
sa dominacijom | - u fabrikama vode uvodi se testiranje toksina, narocito
cijanobakterija ukoliko su u uzorku dominantne poznate toksi¢ne vrste

- ponavljati nedeljno analize;

- nizak rizik za iritaciju koze i1 gastrointestinalne
probleme kroz kontakt tokom aktivnosti u vodi
- kontinuirano nedeljno odredivanje brojnosti
cijanobakterija i davanje izveStaja javnosti

opasnost 100 000 - stalno visok broj potencijalno toksi¢nih cijanobakterija
visokog cijanobakterijskih | u vodi i/ili vidljivo lokalizovane formirane nakupine;
stepena ¢elija po mL ili - voda moze biti neupotrebljiva za pic¢e bez predhodnog
50 pg/L hlorofil a | odgovarajuéeg tretmana;
sa dominacijom | - uvodi se redovno dnevno testiranje toksina;
cijanobakterija - ako je moguce zameniti izvor snabdevanja vodom;
- nedeljno uzimanje uzoraka i odredivanje broja
cijanobakterija;

- visok rizik od negativnih zdravstvenih efekata;
- Sire medijsko izveStavanje javnosti

Neke zemlje su prihvatile navedene vrednosti (Ceska, Danska, Francuska, Holandija,
Italija, Japan, Koreja, Norveska, Poljska i Spanija), dok su druge formulisale svoje vrednosti,
u zavisnosti od lokalnih uslova (Australija, Novi Zeland, Kanada), a najopseZniji zakon
uveden je u Brazilu (videti Chorus, 2005 i 2012).

Pored standardnih mikrocistina, neke drzave su odredile vrednosti i za druge
cijanotoksine. Tako je na primer u Novom Zelandu odredena privremena maksimalna
vrednost za nodularin od 1 pg/L, zatim za cilindrospermopsin 1 pg/L (3to je slucaj i u
Australiji), saksitoksin od 3 pg/L (kao i u Australiji 1 Brazilu), Novi Zeland je odredio joS 1
priviemene maksimalne vrednosti za anatoksin-a (S) (1 pg/L), homoanatoksin (2 pg/L) i
anatoksin-a (6 pg/L), dok je Kanada odredila nesto nizu vrednost od 3,7 pg/L za anatoksin-a.
Najnoviji stavovi drZzava po pitanju procene rizika, menadZmenta i regulacija cijanobakterija i
cijanotoksina u vodama za pice i rekreaciju predstavila je Ingrid Chorus (2012), a osnovne

informacije su sumirane u narednim Tabelama 4 i 5.
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Tabela 4. Primeri granicnih vrednosti (GV) ili standarda (S) i drugih propisa ili preporuka

za upravljanje cijanotoksinima u vodi za pic¢e; (P)MAV/(P)MAC: (privremena) maksimalna

vrednost ili koncentracija; HAV: vrednost opasna po zdravlje (Chorus, 2012)

Drzava Cijanobakterija Cijanotoksin Komentar
Argentina Nema posebnog menadzenta i monitoringa, neki vodovodi imaju svopstvene odrednice i obi¢no
su to predlozene GV SZ0O za MC-LR od 1 pg/L
Australija Toksiéni soj Microcystis aeruginosa | MC Australijske smernice za pijace vode
6 500 ¢elija/mL ili GV 1,3 pg/L (2011) su skup nacionalnih smernica
biovolumen od 0,6 mm3/L koje pojedina¢ne drzave/teritorije
Toksi¢ni soj Nodularia spumigena | NOD koristite kao osnov za njihove
HAL 40 000 ¢elija/mL ili - specifi¢ne regulatorne zahteve.
biovolumen od 9,1 mm?3/L
Cylindrospermopsis raciborskii CYN
15 000-20 000 ¢elija/mL ili HAL: 1 pg/L
biovolumen od 0,6-0,8 mmd/L
Toksi¢ni soj A. circinalis 20 000 STX
¢elija/mL ili biovolumen 5 mm3/L HAL: 3 pug/L
Brazil GV: 10 000-20 000 ¢elija/mL MC >10 000 ¢elija/mL potrebno nedeljno
ili biovolumen 1 mm3/L S: 1 pg/L pracenje;
CYN >20 000 ¢elija/mL testiranje
GV: 15 pg/L toksi¢nost i/ ili cijanotoksina
STX ekvi. u vodu za pice su obavezni
GV: 3 ug/L
Ceska U sirovoj vodi MC-LRu Nivo opreza: kvantifikacija
Republika >1 kolonija/mL ili tretiranoj vodi cijanobakterija u sirovoj
>5 filamenata/mL S:1pg/L vodi najmanje jednom nedeljno;
Monitoring vizuelne opservacija cvetanja
>2 000 ¢elija/mL ili jednom nedeljno | Nivo uzbune 1: pokusaj smanjenja
>0,2 mm3/L biovolumen ili cijanobakterija i toksina tretmanom
>1 pg/L hlorofil a vode (ako je potrebno analize
toksina)
>100 000 celija/mL ili Nivo uzbune 2: veéi naglasak na
>10 mm3/L biovolumen ili efikasnost tretmana i monitoring MC
>10 pg/L hlorofil a
Danska Nema posebnih propisa za cijanotoksine u pija¢im vodama jer gotovo sve poticu iz podzemnih
voda. U malom broju slu¢ajevima povrsinskih voda primenjuju se GV SZO za MC-LR od 1 pg/L
Finska Potencijalno toksi¢no Monitoring MC i poja¢ani tretman
cijanobakterije u sirovoj vodi >5
000 ¢elija/mL ili
>1 mg/L biomase
>100 000 ¢elija/mL, MC u sirovoj Restrikcija upotrebe vode,
>20 mg/L biomase vodi GV: >1 ug/L | informisanje potroSaca
MC u finalnoj Zabrana upotrebe
vodi za pice
GV:>10 pg/L
Francuska MC 1 ug/L Analize potrebne u sirovoj vodi i na
tacki distribucije samo pri cvetanju
Holandija Nema posebnih propisa za cijanotoksine u vodi za pice, 40 % vodosnabdevanja su dobro
zasti¢ene povrSinske vode. Po potrebi se koristi SZO GV MC 1 pg/L
Italija Nacionalni dekret ukljucuje "alge" kao parametar za pracenje ako lokalne vlasti pretpostavljaju
rizik, na osnovu SZO GV za MC-LR
Juzna MC-LR Pracenje i hlorofila a i broja Celija
Afrika GV: 1 ug/L cijanobakterija
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Kanada MC-LR Monitoring u slucaju cvetanja
MAC: 1,5 pg/L
Anatoksin a Samo u Kvebeku
PMAC: 3,7 ng/L
Kuba Fitoplankton Vizuelna mesecna inspekcija,
<20 000 ¢elija/mL uzorkovanje 4 meseca godiSnje
Cijanobakterije
<1500 ¢elija/mL
Fitoplankton Pojacana inspekcija i uzorkovanje,
20 000 — 100 000 ¢elija/mL; obavestenje za potrosace i nadlezne
Cijanobakterije >50%
Bar jedna vrsta toksi¢na
Potvrdeno cvetanje i toksi¢ni efekti Uzbuna, restrikcija upotrebe vode
na ljude i Zivotinje
Madarska Legislativa ukljucuje pracenje bioloskih parametara mikroskopiranjem npr. cijanobakterije,
barem jednom godisnje
Nemacka Nema posebnih propisa za cijanotoksine u vodi za pice, 20 % vodosnabdevanja su dobro
zaStic¢ene povrsinske vode. U sluéaju pojave cijanobakterija koristi se SZO GV MC. Nacionalne
smernice za supstance sa nepotpunim toksikoloskim dokazima ukoliko se kancerogeneza ne
moze iskljuciti kao moguénost predlaze < 0,1 pg/L moze se primeniti na cilindrospermopsin
Novi Zeland MC-LR ekvi. Efektivna primena protokola je
PMAV 1 pg/L sprecila da PMAYV koncentracije
NOD stignu do potroSaca
PMAV 1 pg/L
CYN
PMAV 1 pg/L
STX ekvi.
PMAV 3 pg/L
Anatoksin a
PMAV 6 pg/L
Anatoksin a(S)
PMAV 1 pg/L
Homoanatoksin a
PMAV 2ug/L
SAD Nema nacionalnih zahteva, ali mnoge drzave preduzimaju razne akcije
Singapur MC-LR totalni Svaki dobavlja¢ vode za pice je u
intra i zakonskoj obavezi da
ekstracelularni pripremi i sprovede sigurnosni plan
S: 1 ug/L za kvalitetu vode u skladu sa
standardom
Spanija MC Analiza usled jasne eutrofikacije
S: 1 ug/L izvora vode
Turska >5 000 ¢elija/mL ili Mese¢ne analize sirove vode, u
>1 pg/l hlorofil a slu¢aju prekoracenja nedeljno
uzorkovanje i analize toksina
MC-LR ekvi. Analize toksina u tretiranoj vodi,
1 pg/L pojacan tretman ili alternativni izvor
vode
Urugvaj MC-LR Uredba:"Voda za pice ne bi trebalo
S:1pg/L da sadrzi koli¢inu cijanobakterija

koja bi mogla uticati na
karakteristike vode ili ljudsko
zdravlje"

MC-mikrocistin; NOD-nodularin; STX-saksitoksin; CYN-cilindrospermopsin
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Tabela 5. Primeri upravljanje cijanotoksinima u vodi za rekreaciju u razlicitim drzavama
(Chorus, 2012)

Drzava Parametar i vrednosti Akcija
Australija | M. aeruginosa =500 do <5 000 ¢elija/mL Regularni monitoring
ili biovolumen >0,04 do <0,4 mm3/L svih
cijanobakterija
M. aeruginosa >5 000 <50 000 ¢elija/mL Obavestavanje agencija, ¢eS¢e uzorkovanje,
ili biovolume >0,4 do <4 mm?3/L svih vizuelna inspekcija, procena potrebe
cijanobakterija sa prisutnim producentom monitoringa toksina
toksina ili >0,4 do <10 mm3/L svih
cijanobakterija gde producent toksina nije
prisutan
Toksiéni M. aeruginosa >50 000 ¢elija/mL ili Nastavak monitoring, obavestenje organizacija
biov. >4 mm?3/L svih cijanobakterija sa za zdravstvene savete, analiza toksina,
prisutnim producentom toksina MC >10 ug/L obavestavanje javnosti o zdravstvenim
ili >10 mm3/L svih cijanobakterija gde posledicama
producent toksina nije prisutan ili je cvetanje
stalno prisutno
Ceska >20 000 éelija/mL 1 nivo upozorenja
Republika | >100 000 éelija/mL 2 nivo upozorenja, zatvaranje
Danska Nakupine u delu za rekreaciju Informisanje nadleznih i odluka o
hlorofil >50 pug/L i dominacija cijanobakterija obavestavanju javnosti-postavljanje znakova,
preko medija i lokalnih korisnic¢kih grupa.
Finska Zelene fleke na vodi ili nakupine na obali. Nivo 1: Moguce mikroskopiranje i analize
Redukcija providnosti vode. toksina ako su u pitanju popularne plaze ili su
uoceni efekti na ljude ili uginule Zivotinje
Obojenje vode, cijanobakterijska masa na plazi | Nivo 2: Pozeljno mikroskopiranje i analize
toksina; obavestavanje javnosti
IzraZeni debeli agregati cijanobakterija na Nivo 3: Pozeljno mikroskopiranje i analize
povrsini vode i obali toksina; obavestavanje javnosti
Francuska | Uocljivo cvetanje, promena boje vode Mikroskopiranje. Ako su prisutne
cijanobakterije: brojanje i identifikacija roda
<20 000 ¢elija/mL £ 20 % Dnevni monitoring. Nedeljno brojanje.
Normalne rekreativne aktivnosti
20 000 — 100 000 c¢elija/mL + 20 % Dnevni monitoring. Nedeljno brojanje.
Dozvoljene rekreativne aktivnosti; javnost je
informisana posterima
>100 000 ¢elija/mL + 10 %. MC <25 ng/L restrikcija kupanja i rekreativnih
25 ug/L MC-LR ekvi. +5 % aktivnosti.
MC >25 ng/L zabrana kupanja i restrikcija
rekreativnih aktivnosti.
Obavestavanje javnosti
Nakupine ili pena na mestu rekreacije Zabranjene sve aktivnosti na vodi gde su
nakupine. Druge oblasti koje nisu zahvacene
mogu ostati otvorene
Holandija | Hlorofil a <12.5 pg/L Monitoring

biovolumen <2,5 mm?3/L

Hlorofil a 12,5 - 75 pg/L
biovolumen 2,5 — 15 mm3/L

Nivo uzbune 1: nedeljni monitoring i izdavanje
upozorenja u trajanju od nedelje dana:
“Toksi¢ne modro-zelene alge. Rizik od iritacije
koze i intestinalnih problema”.

Hlorofil a >75
biovolumen >15 mm3/L

Nivo uzbune 2: nedeljni monitoring i savet
protiv kupanja: “Savetuje vam se da se ne
kupate u ovoj vodi”’; moguca zabrana od strane
lokalnih vlasti
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Italija <20 000 ¢elija/mL Dnevna vizuelna inspekcija; nedeljno brojanje
20 000 — 100 000 ¢elija/mL Dnevna vizuelna inspekcija; nedeljno brojanje;
informisanje javnosti; kvantifikovanje MC
>100 000 éelija/mL Zabrana kupanja do odredivanja MC;
informisanje javnosti; nedeljno brojanje
Prisutne nakupine Zabrana kupanja do odredivanja MC;
upozorenje; monitoring pomeranja nakupina
MC >25 pg/L Zabrana kupanja
Kanada <100,000 ¢elija/mL Moze se izdati upozorenje za plivace, da se
MC-LR <20 pg/L izbegava dalji kontak sa vodom
Kuba Fitoplankton <1500 ¢elija/mL Mesecna vizuelna inspekcija i uzorkovanje
Cijanobakterija <500 ¢elija/mL barem 4 meseca godi$nje
20 000 — 100 000 ¢elija/mL; Uzbuna: ¢esée uzorkovanje (nedeljno); dnevna
>50 % cijanobakterija. inspekcija; obavestenje zdravstvenim
Bar jedna toksi¢na vrsta institucijama, lokalnoj vladi i javnosti
Nakupine stalno prisutne; potvrdeno cvetanje. Uzbuna sa pojacanim akcijama informisanja
Prijave toksi¢nih efekata kod ljudi ili Zivotinja | javnosti
Madarska | Hlorofil a <10 pg/L ili <20 000 ¢elija/mL odli¢no
ili MC-LR ekvi. <4 pg/L
<25 pg/L ili <50 000 ¢éelija/mL ili <10 pg/L dobro
<50 pg/L ili <100 000 éelija/mL ili <20 pg/L zadovoljavajucée
>50 pg/L ili >100 000 ¢Eelija/mL ili >20 pug/L neprihvatljivo
Nemacka | Secchi Disk >1 m i <40 pg/L hlorofil a Monitoring daljeg razvoja cijanobakterija
ili biovolumen <1 mm3/L ili MC <10 pg/L
Secchi Disk <1 m i >40 pg/L hlorofil a Izdavanje upozorenja protiv kupanja, razmotriti
ili biovolumen >1mm?3/L ili MC >10 pg/L trenutno zatvaranje
Izrazene nakupine i/ili MC >100 ug/L Izdavanje upozorenja protiv kupanja, predlaze
se trenutno zatvaranje
Novi <500 ¢elija/mL Posmatranje: nedeljna vizuelna inspekcija i
Zeland uzorkovanje izmedu leta i jeseni
0,5 do <1,8 mm3/L biovolumen potencijalno Uzbuna: poveéana nedeljna inspekcija i
toksi¢nih cijanobakterija ili uzorkovanje, na viSe mesta; obavestenje
0,5 do <10 mm?3/L svih cijanobakterija zdravstvenih institucija
MC >12 pg/L ili biov. >1,8 mm?3/L potencijalno | Akcija: nastaviti monitoring; ako su prisutni
toksi¢nih cijanobakterija ili >10 mm?3/L biov. toksi¢ni rodovi, testirati cijanotoksine.
svih cijanobakterija ili konstantno prisustvo Obavestiti javnost o potencijalnim
nakupina zdravstvenim rizicima.
Poljska Uzorkovanje ne manje od 4 puta po sezoni (ne vise od mesec dana izmedu)
SAD Nema nacionalnih zahteva, ali mnoge drzave preduzimaju razne akcije
Singapur Hlorofil a <50 pg/L Status se procenjuje godisnje. Ako je vodeno
telo nestabilno za kontaktne vodene aktivnosti,
obavestava se javnost.
Spanija Mala verovatnoca cvetanja Lokalni kriterijumi; neki koriste SZO smernice,
Srednja verovatnoc¢a neki imaju dodatne parametre; trenutno
Visoka verovatnoéa zatvaranje se desavalo na osnovu brojnosti
cijanobakterija
Turska <20 000 ¢elija/mL ili Nivo 1: dozvoljena rekreacija, javnost je

<10 pg/L MC-LR ekvi. ili
<10 pg/L hlorofil a

obavestena posterom. Monitoring
(uzorkovanje, brojanje i identifikacija vrste)

20 000 — 100 000 ¢elija/mL ili
>25 pg/L MC-LR ekvi.

Nivo 2: >20 000 ¢elija/mL, analiza MC. MC-
LR ekvi >25 pg/L, hitna akcija informisanja
nadleznih i javnosti. Postavljanje natpisa

Nakupine u oblasti rekreacije

Nivo 3: sve aktivnosti se zabranjuju
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1.6. Putevi izlozenosti Coveka cijanotoksinima

Glavni putevi izloZenosti coveka cijanotoksinima su (videti Drobac i sar., 2013):

1. hroni¢no unoSenje kontaminirane vode za pice;

2. kozni kontakt sa toksinima tokom rekreativnih aktivnosti kao $to su plivanje,
voznja kanuom ili kupanje, uz udisanje ili kontakt putem nosne sluzokoze;

3. ishrana vodenim organizmima (ribe, Skoljke,...) iz zagadenih voda, koji su
akumulirali cijanotoksine u svojim tkivima;

4. unoSenje kontaminiranog povréa i voca navodnjavano vodom koja sadrzi
cijanotoksine;

5. konzumiranje dijetetskih suplemenata na bazi cijanobakterija, ako nivoi
cijanotoksina nisu kontrolisani;

6. specifi¢an nacin izlaganja-intravenozno tokom hemodijalize

1.6.1. UnoSenje kontaminirane vode za pice

Direktno unosenje kontaminirane vode za pice je Cest put unosa cijanotoksina. Ako se
uzima voda iz povrSinskih izvora koji cvetaju, moguce je da takva voda sadrzi cijanotoksine
(Chorus, 1999). Zabelezeni su brojni slucajevi detekcije cijanotoksina u sirovim i
vodovodnim vodama Sirom sveta (Argentina, Australija, Banglades, Ceska, Finska,
Francuska, Kanada, Kina, Nemacka, Letonija, Poljska, SAD, Srbija, Spanija, Svajcarska,
Tajland, Turska) (Westrick, 2003; Hoeger i sar., 2004; 2005; Dietrich i Hoeger, 2005;
Sviréev i sar., 2009).

Brojni su primeri letalnog trovanja Zivotinja nakon upotrebe vode za pice iz
slatkovodnih ekosistema u kojima su masovno bile razvijene cijanobakterije (Chorus i
Cavalieri, 2000). Prvi slucajevi sezu jo§ iz XIX veka, a odnosili su se na trovanje ovaca,
krava, konja, svinja, pasa, riba, glodara, vodozemaca, ptica, slepih misSeva, zebri i nosoroga
(Codd i sar., 1989).

Poznat je i veliki broj slucajeva intoksikacije ljudi izazvanih cijanobakterijama.
Postoje brojni izvestaji o povezanosti ljudskih bolesti sa cijanobacterijama iz vode za pic¢e u
Kini, SAD, Brazilu, Australiji i Svedskoj. Ovi incidenti uklju¢uju nekoliko hiljada slucajeva
trovanja, sa gastroenteritisom kao naj¢es¢im ishodom. U narednom tekstu sledi kratak opis

nekih od slu¢ajeva trovanja cijanotoksinima ovim putem izlaganja.
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Najstariji izvestaj o trovanju cijanotoksinima je pisani dokument generala Zhu Ge-
Linga, star oko 1 000 godina, koji govori o pojavi smrtnih slu¢ajeva medu vojnicima koji su
pili vodu iz reke u juznoj Kini, koja je bila zelene boje (Chorus i Bartram, 1999).

U Carlstonu, Zapadna Virdzinija, u populaciji od 60 000 ljudi, njih 9 000 imalo je
akutni gastroenteritis nakon kontaminacije vode za pice cijanobakterijama (Veldee, 1931).
Sli¢no je videno i na reci Ohajo iste godine (Tisdale, 1931). U SAD-u su i 1968. godine
zabeleZeni slucajevi gastrointestinalnih obolenja nakon upotrebe vode za pice iz vodozahvata
sa masovnim razvojem cijanobakterija (Schwimmer i Schwimmer, 1968).

Cvetanje cijanobaktrijskih rodova Microcystis i Anabaena u rezervoaru Bahia, Brazil
je izazvalo 2 000 sluCajeva gastroenteritisa, ukljucuju¢i 88 smrtnih slucajeva, medu
stanovnistvom koje je pilo vodu iz kontaminiranog rezervoara. lako nema informacija o
toksi¢nosti prisutnih cijanobakterija, testovi vode na enteri¢ne bakterije i viruse, pesticide i
teSke metale su bili negativni. Prokuvavanje vode za pice nije sprecilo pojavu bolesti jer ovaj
postupak ne uti¢e na mikrocistine (Teixeira i sar., 1993).

Izbijanje hepatoenteritisa na Palm Islandu, Kvinslend, Australija 1979. godine,
zahvatilo je 139 dece i 10 odraslih, $to je rezultovalo sa oko 70 % pacijenata kojima je bila
neophodna intravenska terapija. Sindrom je uklju€ivao povracanje, glavobolju, bolove u
stomaku sa hepatomegalijom, letargiju, dijareju, acidozu i oSteCenje jetre, bubrega, pluca i
intestinuma. Navedeni simptomi su bili povezani sa konzumacijom vode za pice iz rezervoara
kontaminiranim sa cijanobakterijom Cilindrospermopsis raciborskii. Obimno cvetanje
izazvalo je razvoj neprijatnog ukusa i mirisa, pa je voda bila tretirana sa bakar sulfatom u
cilju unistavanja cijanobakterija (Byth, 1980; Bourke i sar., 1983). Iako postoji mogucnost da
je bolest delom izazvana trovanjem bakar sulfatom (Prociv, 1987), toksi¢nost
Cilindrospermopsis raciborskii izolata (Hawkins i sar., 1985), identifikacija cijanotoksina
cilindrospermopsina (Ohtani i sar., 1992), kao i epidemioloski dokazi, ukazuju na ucesce
cilindrospermopsina u ovom incidentu.

Dokazi o oStecenju ljudske jetre usled izloZenosti mikrocistinima preko vode za pice
su pronadeni u rutinskim testovima funkcije jetre izvrSenim 1981. godine kod bolnickih
pacijenata u Armidejlu, Novi Juzni Vels, Australija (Falconer i sar., 1983). Signifikantna
statistiCka korelacija pronadena je izmedu poviSenja aktivnosti enzima jetre (GGT) 1 unoSenja
vode iz lokalnog rezervoara, koja je bila kontaminirana hepatotoksicnom cijanobakterijom
Microcystis aeruginosa, u poredenju sa drugim izvorima vode za pice.

U juznoj Australiji istrazivanja su vrsili 1 El Saadi i saradnici (1995) i tou 11 gradova

duz reke Mari, istorijskom epicentru cijanobakterija. Osobe koje su pile vodu iz reke, pa i
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nakon hlorinacije imale su vecu verovatno¢u razvoja gastrointestinalnih simptoma, a one
osobe koje su vodu koristile za kuénu upotrebu razvile su pored gastrointestinalnih i
dermatoloske simptome, za razliku od osoba koje su koristile ki$nicu. Takode, pronadena je
korelacija izmedu simptoma i koncentracije cijanobakterija.

Da bi ispitali vezu izmedu cijanobakterija 1 prevremenog radanja, male tezine
novorodencadi 1 kongenitalnih poremecaja, Pilotto 1 saradnici (1999) su vrsili ispitivanje 32
700 novorodencadi u Australiji od 1992. do 1994. lako su dobijene statisticki znacajne veze
izmedu ekspozicije tokom prvog tromesecja trudnocée i procenta prevremenog radanja, male
tezine novorodencadi i kongenitalnih malformacija, ipak nije utvden taCan odgovor zavisan
od doze tokom c¢itavog gestacionog perioda, ali za pouzdane zakljuke potrebna su dalja
istrazivanja.

U Malmeu u Svedskoj je 1994. godine nakon mesanja netretirane reéne vode sa
izvorom vode za pic¢e doslo do trovanja 121 od 304 stanovnika tog naselja (Cronberg i sar.,
1995). Cijanotoksini su moguc¢i, ali nedokazani uzrok epidemije gastroenteritisa kod 70 do
80 ljudi koji je izbio u dva sela u Svedskoj 1994. godine. U ovom incidentu netretirana voda
iz eutrofne reke Kavlingean slu¢ajno je prodrla u izvor opstinske pijaée vode. Uzimajuéi u
obzir da nisu pronadeni patogeni koji bi mogli biti odgovorni za pojavu gastroenteritisa,
zajedno sa informacijama o bolestima domacih Zivotinja koje su pile kontaminiranu vodu,
kao i koincidencijom pojave vrste Planktothrix agardhii (Oscillatoria agardhii) u reci iz koje
je dospela voda do ljudi i Zivotinja, podize se verovatnoéa ucescéa cijanobakterija u incidentu.
Ova moguénost je podrzana i pronalaskom mikrocistina u uzorku cvetaju¢e vode jezera
VVombsjon neposredno pre i posle izbijanja epidemije (Annadotter i sar., 1996).

U rafineriji $eéera u Svedskoj, distributivni sistem vode za piée pogresno je spojen sa
netretiranom re¢nom vodom u Kkojoj je bila prisutna vrsta Planktothrix agardhii kao i 1 pg
MC-LR ekvi/L. U narednim danima, kod 121 osobe, koje su konzumirale kontaminiranu
vodu, razvili su se brojni simptomi ukljucujuéi temperaturu, glavobolju, povracanje, dijareju,
oboljenja. Interesantna je Cinjenica da 100 % osoba koje su pile ¢aj su se razbolele u danima
nakon nesrece, dok nijedna od osoba koje su pile kafu nije bila pogodena. Postoji moguénost
da su toksini i metaboliti, oslobodeni iz c¢elija nakon prokuvavanja vode, eliminisani
filtriranjem tokom pripreme kafe. Medutim, 0VO nije bio slucaj prilikom pripreme ¢aja, kada
se kesica ¢aja samo stavi u prokuvanu vodu koja je sadrzala koktel cijanobakterijskih

metabolita. Moze se pretpostaviti da su cijanotoksini ucestvovali u uocenim simptomima
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(Annadotter i sar., 2001). Interesantno je primetiti da je koli¢ina mikrocistina bila na gornjoj
grani¢noj vrednosti TDI, preporu¢enog od strane SZO.

Visok nivo rizika po ljudsko zdravlje je povezan kako sa akutnim unosom velikih
koli¢ina cijanotoksina tako i sa hroni¢nim izlaganjem malim dozama putem vode za piée koja
je kontaminirana metabolitima toksicnih cijanobakterija (Svircev i sar., 2010). Hepatotoksini
u vodi za pi¢e mogu biti faktor rizika za razvoj primarnog kancera jetre, ali samo mali broj
epidemioloskih studija se bavi ovom problematikom. Potencijalnu povezanost povecanog
rizika za pojavu primarnog kancera jetre sa kvalitetom povrSinske vode uocio je Fleming sa
saradnicima (2002) u Floridi. Ovakva vrsta analize je sprovedena i1 u Kini, gde je primeceno
da hepatotoksini iz rezervoara za vodu za pi¢e mogu uticati na razvoj primarnog kancera jetre
(Yu, 1995) i kolorektalnog kancera (Zhou i sar., 2002). Takode, epidemioloska istrazivanja u
Srbiji su ukazala da se cijanobakterijski metaboliti mogu smatrati vaznim spoljasnjim
hemijskim faktorom u razvoju primarnog kancera jetre (Svir€ev i sar., 2009; 2013; Drobac,

2009; Drobac i sar., 2011), ali potencijalno 1 nekih drugih maligniteta (Svircev i sar., 2014a).

1.6.2. Kozni kontakt i inhalacija tokom rekreacije

Do koznog kontakta sa cijanobakterijama i1 njihovim toksinima mozZe do¢i tokom
boravka na vodama za rekreaciju u kojima se javlja cijanobakterijsko cvetanje. Sirok spektar
simptoma je opisan 1 povezan sa rekreativnom izloZenosti cijanobakterijama, kao na primer:
deskvamacija, osip na kozi, alergijske reakcije, konjuktivitis, iritacije o¢iju, zapaljenje uha,
ranice u ustima, jake glavobolje, vrtoglavica, groznica, mijalgija, suv kasalj, astma, upala
pluca, povracanje i1 drugi gastrointestinalni simptomi. Ovi simptomi su zabeleZeni u Japanu,
Havajima, Australiji i Floridi (Grauer i Arnold, 1961; Cardellina i sar., 1979; Yasumoto i
Murata, 1993; Stewart i sar., 2006a). Slatkovodne cijanobakterije izazivaju pomenute
simptome najc¢es$ce nakon plivanja ili sportova na vodi u kojoj su prisutne cijanobakterije i
njihovi toksini (Codd i sar.,, 1999). Takvu sposobnost imaju na primer slatkovodne
cijanobakterije iz rodova: Oscillatoria, Microcystis, Nodularia, Aphanizomenon, Anabaena i
Gloeotrichia, koje su povezane sa razvojem kozne iritacije i alergijskih reakcija posle
plivanja ili vodenih sportova (Bell i Codd, 1994).

Biomasa cijanobakterija se nanosi talasima i1 formira guste nakupine na povrSini
priobalnih voda. Tokom plivanja u kontaminiranim vodama cijanobakterijski filamenti i
¢elije se mogu nakupiti ispod kupacih kostima, gde dolazi do kontakta sa kozom S§to moze

dovesti do njene iritacije (Burke i Tester, 2002). “Plivacki svrab” je ozbiljni kontaktni
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dermatitis koji se javlja posle kupanja u morskim vodama koje sadrze cijanobakterijsku vrstu
Lyngbya majuscula. U roku od nekoliko minuta do nekoliko sati javlja se svrab i osecaj
pecenja koze, a crvenilo i vidljiv dermatitis se razvijaju do osam sati nakon kontakta, a zatim
se formiraju plikovi i dolazi do duboke deskvamacije (SZO, 2003).

Ingestija vode tokom rekreacije (npr. plivanja, voznje kanuom i skijanja na vodi)
moze da doprinese izloZenosti cijanotoksinima. Prvi detaljan opis u lekarskom nalazu nakon
slu¢ajnog gutanja cijanobakterija prilikom plivanja sadrzao je: bolove u stomaku i mu¢ninu
tri sata nakon incidenta, usledili su poviSena temperatura, bolovi u misi¢ima i zglobovima
ekstremiteta i bolna dijareja sa mikrocistisom i anabenom detektovanim u fecesu (Dillenberg
i Dehnel, 1960). U SAD-u 1985. godine nakon direktnog kontakta ljudi sa vodom u kojoj su
se masovno razvile cijanobakterije, konstatovana je pojava mucnine, povracanja, dijareje,
groznice i uho-grlo-nos infekcija (Carmichael, 1994).

U Australiji 1995. godine vrSena su epidemioloska istraZivanja zdravstvenih
komplikacija kod 852 pacijenta nakon kontakta sa rekreacionim vodama, koja su pokazala da
se simptomi trovanja javljaju tokom 2-7 dana nakon kontakta sa vodom. To su najceSce
simptomi gripa, povracanje, dijareja, osipi na kozi, ulcerozne promene na usnama, groznica,
iritacije oCiju 1 uSiju. Simptomi su se povecali sa trajanjem ekspozicije 1 gustinom
cijanobakterijskih ¢elija, ali nisu bili u zavisnosti od prisustva odredenih cijanotoksina
(Pilotto i sar., 1997). Postoji i niz drugih primera rekreativnih aktivnosti na vodi koje su
dovele do zdravstvenih problema (kozni osip, infekcije uha i oka, ranice u ustima,
gastrointestinalni i respiratorni problemi) kod vise od 800 ljudi na Sest lokacija u Novom
Juznom Velsu, Viktoriji i JuZnoj Australiji (Pilotto i sar. , 1997).

U Milvokiju, SAD 2002. godine smrt tinejdZera je bila povezana sa trovanjem
cijanotoksinima. SedamnaestogodiSnjak se kupao u jezeru na golf terenu. Ovo je kod
tinejdZera izazvalo muku i povracanje, dalje mu se stanje progresivno pogorSavalo, sledio je
Sok, napadi, prestanak rada srca i smrt oko 48 h nakon izlaganja kontaminiranoj vodi. Jedan
od njegovih prijatelja koji je progutao vodu imao je bolove u stomaku i dijareju, dok su ostali
ispoljili blaze oblike simptoma. Analizom stolice, krvi 1 ostalih telesnih te¢nosti dobijeno je
da bi uzrocnici mogli biti anatoksini iz Anabaena flos-aquae (Behm, 2003), medutim zbog
izvesnih nejasnoc¢a ova dijagnoza je ostala bez relevantnih dokaza.

Pored boravka na vodi koja cveta kao i nakon vodenih sportova na istoj, izlaganje
cijanotoksinima je mogucée udisanjem 1 tokom tuSiranja i radne prakse koja ukljucuje
boravljenje uz kontaminiranu poljoprivrednu ili industrijsku vodu (Codd i sar., 1999).

Dermalni kontakt sa cijanotoksinima se pored rekretivnih aktivnosti moze ostvariti i
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tusiranjem neadekvatno tretiranom vodom koja sadrzi ¢elije cijanobakterija 1 njihove toksine.
Pod takvim okolnostima su prijavljene kozne promene u Novom Juznom Velsu (Falconer,
1998).

Tokom rekreacije, jo§ jedan potencijalni put izlaganja je inhalacija. Disajne smetnje
su prijavljene nakon inhalatornog izlaganja odredenim morskim 1 slatkovodnim
cijanobakterijama (Hawser i sar., 1991; Falconer, 1998). Uoceno je da je MC-LR kod miseva
izazvao ostecenje jetre i nekrozu mirisnog i respiratornog epitela. Stavise, osetljivost je bila
oko 10 puta veéa nego nakon oralnog izlaganja cijanotoksinima (Fitzgeorge i sar., 1994).

Turner 1 saradnici (1990) su objavili slu¢ajeve pneumonije kod zdravih vojnika nakon
vezbi, plivanja i voznje kanua kada su dosli u kontakt sa mikrocistinom poreklom od
Microcystis aeruginosa iz Radjard jezera, Engleska. Vojnici su prijavili i razne
gastrointestinalne, dermatoloske i respiratorne smetnje, kao $to su astma, plikovi oko usta,
iritacija o¢iju, visoka temperatura i hepatoenteritis. Ovaj incident pored dermalne verovatno
ukljucuje i ekspoziciju putem inhalacije i ingestije (Turner, 1990).

Na Hingvort jezeru u Engleskoj 1996. godine kod 11 kadeta je doslo do pojave osipa
na licu, astme i suvog kaslja sa povracanjem, na dan izlaganja cijanotoksinima i tokom
narednih dana. I u ovom slucaju je verovatno re¢ o viSe puteva ekspozicije, pored dermalnog.
Kadeti su tokom voznje kanuom dosli u kontakt sa vodom u kojoj se nalazila cijanobakterija
Oscillatoria agardhii, koja produkuje nekoliko tipova mikrocistina (Codd, 1999).

Cijanobakterije su vitalni primarni proizvodaci u pustinjama. Nedavno su uzorci iz
suvih, efemernih re¢nih korita u Kataru analizirani na cijanotoksine, pri ¢emu su detektovane
koncentracije mikrocistina izmedu 1,5 ng/g i 53,7 ng/g u svim uzorcima. U slucaju inhalacije
ovih koli¢ina cijanotoksina sa prasinom, TDI vrednost koja je izraCunata za ovaj nacin
ekspozicije od 1 do 2 ng mikrocistina po kg dnevno, bi bila prekoracena. Prisustvo
mikrocistina i potencijalno anatoksina-a (S) u pustinjskim pokoricama moze imati znacajne

implikacije za ljudsko zdravlje (Metcalf i sar., 2012).

1.6.3. Ishrana vodenim organizmima

Bioakumulacija cijanotoksina moZze da se odvija u Sirokom spektru vodenih Zivotinja
koje se koriste za ljudsku ishranu. Mikrocistini su detektovani u slatkovodnim raci¢ima
(Palemon modestus, Macrobrachium nipponensis), slatkovodnim Skoljkama (Chen i Xie,
2005; 2005a), kao i u hepatopankreasu, abdomenu, gonadama, Skrgama 1 stopalu

slatkovodnog puza Bellamya aeruginosa (Chen i sar., 2005a). Autori su utvrdili da se vecina
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toksina nalazi u nejestivim delovima ovog puza i uklanjanjem hepatopankreasa, digestivnog
trakta 1 gonada pre konzumiranja moze smanjiti rizik od trovanja. Medutim, puZevi se obi¢no
kuvaju celi, §to stvara put za unoSenje mikrocistina. Osim toga, treba naglasiti da kuvanje ne
uni$tava veéinu poznatih cijanotoksina (Dietrich i Hoeger, 2005).

Saksitoksini iz vrste Anabaena circinalis mogu se akumulirati u australijskoj
slatkovodnoj skoljki posle samo jedne nedelje izlozenosti gustini od 100 000 ¢éelija/mL, koja
se obic¢no javlja tokom cvetanja ove vrste cijanobakterija (Negri i sar., 1995). U marinskom
ekosistemu, saksitoksin je detektovan u ostrigama (Pinctada maxima) (Negri i sar., 2004).
Takode, akumulacija saksitoksina je detektovana u jetri i miSi¢cima ribe Oreochromis
niloticus (Galvao i sar., 2009).

Cilindrospermopsin je pronaden u hemolimfi, crevima, gonadama i stopalu Skoljki
(Saker i sar., 2004). Takode, White i saradnici (2005) su pronasli cilindrospermopsin u vrsti
slatkovodng puza (Melanoides tuberculata), koji se obi¢no ne koristi u ljudskoj ishrani, ali
ovo svakako ukazuje da je akumulacija cijanotoksina moguc¢a u ovim organizmima i da
putem lanaca ishrane i bioakumulacije toksini mogu sti¢i do ¢oveka. Cilindrospermopsin je
detektovan i u miSi¢nom tkivu raka Cherax quadricarinatus kao i visceralnom tkivu ribe
Melanotaenia eachamensis iz akvakultura (Saker i Eaglesham, 1999). Nedavna studija na
jezeru Katemako (Veracruz, Meksiko), gde je ekstenzivno cvetala vrsta roda
Cilindrospermopsis tokom cele godine, pokazala je prisustvo cilindrospermopsina i
saksitoksina u ribama koje se koriste za lokalnu potroSnju 1 ukazala na mogucu
bioakumulaciju (Berry i sar., 2012).

Budu¢i da su na samom vrhu vodenih lanaca ishrane, ribe su izlozene cijanotoksinima
prvenstveno preko hrane. Cijanotoksini se zatim aktivno unose u jetru, gde remete normalnu
¢elijsku aktivnost inhibiranjem protein fosfataza, a mogu i da se akumuliraju u jetri ribe,
mi$i¢ima, $krgama, crevima, bubrezima i drugim organima (Tencalla i Dietrich, 1997;
Magalhaes i sar., 2003; Malbrouck i sar., 2004; Malbrouck i Kestemont, 2006). U slu¢aju
akutnih trovanja, visoke doze toksina deluju letalno na vodene organizme. Medutim, kada su
doze subletalne, Zivotinje mogu da prezive, akumuliraju toksine i prenose ih kroz lance
ishrane (VVasconcelos, 1999).

Uoceno je da razlicite vrste riba akumuliraju razlicite koli¢ine mikrocistina. Jedna
studija je pokazala da je sadrzaj mikrocistina u jetri i miSi¢ima najvisi kod karnivornih riba,
zatim omnivornih, dok je najniZi kod fitoplanktivornih i1 herbivornih riba. U ovom slucaju,
moze se zakljuCiti da se mikrocistini akumuliraju vertikalno kroz lance ishrane (Xie i sar.,

2005). U drugoj studiji, mikrocistini u jetri i crevima su bili najvisi kod fitoplanktivornih,
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zatim omnivornih i karnivornih riba. S druge strane, mikrocistini u miSi¢ima su bili najvisi
kod omnivornih, onda fitoplanktivornih i na kraju kod karnivornih riba (Zhang i sar., 2009).
Ocigledno je da veza izmedu tipa ishrane riba i pravila akumulacije cijanotoksina u njihovom
tkivu jos uvek ne moze biti jasno definisana i za to su potrebna dalja istrazivanja.

Postoje brojna eksperimentalna istrazivanja koje su se bavila akumulacijom
cijanotoksinima u tkivima riba. Nakon eksperimenata u kojima je riba hranjena
(Jang i sar., 2004; Xie i sar., 2004). Kod belog tolstolobika (Hypophthalmichthys molitrix)
koji je hranjen ¢elijama vrste Microcystis viridis, MC-RR je pronaden u krvi, jetri i miSi¢ima
(49,7, 17,81 1,77 ngl/g st), dok je MC-LR u velikim koncentracijama bio prisutan u crevima,
ali ne i u miSi¢ima i krvi (Xie i sar., 2004).

Soares i saradnici (2004), su hranili juvenilnu Tilapia rendalli toksi¢nim ¢elijama
vrste Microcystis aeruginosa u kombinaciji sa hranom za ribe, na tri razli¢ita nacina. U
prvom eksperimentu, riba je hranjena 15 dana hranom za ribe koja je sadrzala toksicne celije
Microcystis aeruginosa (20,4 pug mikrocistina po ribi dnevno), a slede¢ih 15 dana su hranjene
bez toksi¢nih cijanobakterijskih ¢elija. U drugom eksperimentu riba je 28 dana hranjena samo
sa toksi¢nim ¢elijama (14,6 pg mikrocistina po ribi dnevno), a u tre¢em, tokom 42 dana, ribe
su hranjene ribljom hranom i toksi¢nim ¢elijama koje su prethodno bile lizirane u cilju
simulacije propadanja cveta (29,2 pg mikrocistina po ribi dnevno). Najveca akumulacija
mikrocistina zabelezena je u jetri (2,8 ug/g) u drugom eksperimentu kada su ribe hranjene
samo sa toksi¢nim ¢éelijama. U prvom eksperimentu najveca akumulacija u jetri (0,6 pg/g) je
zabelezena u toku ishrane, a u toku perioda depuracije u misi¢ima (0,05 pg/g), kada je
primecena i eliminacija toksina putem fecesa. Prema tome, toksini mogu i dalje biti prisutni u
mesu ribe 1ako je cvetanje prestalo. U drugom i treCem eksperimentu prosecne akumulirane
koncentracije su gotovo bile jednake, iako je riba bila duplo viSe izloZena toksinima u tre¢em,
ali sa dodatkom riblje hrane. Ovo upucuje na to da kada se ribe hrane iskljucivo
cijanobakterijskim ¢elijama, unos mikrocistina je veci, nego kada je ribi ponudena i druga
hrana i da dostupnost druge hrane moze znafajno da utiCe na stepen akumulacije
cijanotoksina. Ono $to je od velike vaznosti jeste da je u svakom od slucajeva doslo do
akumulacije, a u misi¢ima je koncentracija toksina prvezilazila preporu¢ene GV za ljudsku
upotrebu (0,03-0,06, 0,29 i 0,24 pg/kg telesne tezine/dnevno) (Soares i sar., 2004).

Na akumulaciju moze uticati i status uhranjenosti ribe. Interesantno je da je
inkubacijom izolovanih hepatocita sitih i gladnih riba sa MC-LR, uocena brza akumulacija

cijanotoksina kod gladne grupe, gde je najveca koncentracija zabeleZzena 1 h nakon izlaganja,
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dok je u sitoj grupi kasnila 4 h (Malbrouck i sar., 2004). Na osnhovu prethodnih
eksperimentalnih istrazivanja moze se primetiti da je akumulacija toksina u tkivima ribe
prisutna, a zavisi od brojnih faktora: trajanja ekspozicije, vrste toksina, tkiva, ribe,
uhranjenosti ribe, ponudene dodatne hrane i drugo.

Postoje i brojni primeri iz sveta koji ukazuju na potencijalnu opasnost po ljudsko
zdravlje usled akumulacije cijanotoksina u tkivu ribe u prirodnim uslovima, a ovde ¢e biti
navedeno nekoliko takvih primera.

U Grékoj u jezeru Pamvotis gde je primecCeno cvetanja rodova Microcystis,
Anabaena, Chroococcus, Oscillatoria, Ceratium, Asterionella, Melosira, Pediastrum,
Synedra, Scenedesmus i Closterium utvrdivana je akumulacija mikrocistina u tkivu i
organima ribe Carassius gibelio (babuska) koja se koristi u ljudskoj ishrani. Koncentracije
mikrocistina u vodi varirale su izmedu 310 i 2 388 ng/L, a koncentracije ovog toksina tokom
cvetanja u jezeru iznosile su izmedu 3 109 1 11 585 ng/L. Babuska je komercijalna riba koja
se koristi za ishranu u mnogim regionima Gr¢ke. U uzorcima ribe Carassius gibelio iz ovog
jezera detektovan je mikrocistin i najvece koncentracije su pronadene u jetri (275,1 ng/g),
zatim crevima (233,51 ng/g), bubrezima (155,8 ng/g) i mozgu (38,5 ng/g). Najmanje
koncentracije bile su u gonadama (21,02 ng/g) 1 misi¢ima (16,05 ng/g). Na osnovu vrednosti
mikrocistina pronadenih u miSi¢ima ribe dnevni unos toksina bi iznosio 0,096 pg/kg, sto je
duplo vise od preporuéene vrednosti. Monitoring mikrocistina u konzumnoj ribi neophodan je
radi prevencije negativnih posledica i oCuvanja zdravlja ljudi (Kagalou 1 sar., 2008).
Distribucija i bioakumulacija mikrocistina u Carassius gibelio je zabeleZzena i u 13 Grckih
jezera od srtane Papadimitriou i saradnika (2010). Mikrocistini su pronadeni u jetri, crevima,
bile su 7,1 ng/g, dok su koncentracije zabelezene u nekoliko jezera premasile TDI vrednosti.
Prema autorima, osoba od 60 kg koja dnevno konzumira 300 g porcije ove ribe bila bi u
opasnosti, posebno ako su u pitanju starije osobe, deca ili osetljivi pojedinci.

U Spaniji na jezeru Albufera vrieno je istraZivanje pojave i distribucije mikrocistina u
vodi i tkivima komercijalne ribe Liza sp. U jezeru je pronadena vrsta Microcystis aeruginosa
i mikrocistini, pri ¢emu je maksimalna koncentracija mikrocistina iznosila je 16 pg/L, a
srednja vrednost bila je 1,7 pg/L. Uzorci ribe nasumicno su uzeti iz ulova profesionalnih
ribara. Svi uzorci ispitanog tkiva Liza sp. sadrzali su mikrocistine. Najvise koncentracije
toksina pronadene su u jetri (2,480 ng/g), zatim crevima (859 ng/g), Skrgama (49 ng/g), pa
miSi¢nom tkivu (5,21 ng/g). Vece jedinke ove vrste imale su vece koncentracije mikrocistina

u jetri i crevima, a pronadeno je i oSteCenje jetre kod nekih jedinki. Srednje vrednosti
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mikrocistina u misi¢ima odgovarale su dnevnom unosu od 0,025 pg/kg telesne tezine dnevno,
ali 13 % analiziranih jedinki imale su vrednosti iznad preporu¢enih GV. U proseku, 200 tona
Liza sp. se prodaje svake godine, koja je na osnovu dobijene srednje vrednosti mikrocistina,
ekvivalentna skoro 350 mg mikrocistina (5 ng/g misica ribe) (Romo i sar., 2012).

U ribnjacima Egipta vrSeno je istrazivanje akumulacije mikrocistina u razli¢itim
organima slatkovodne vrste ribe Oreochromis niloticus. U blizini ribnjaka nalazi se restoran
koji posluzuje ribu iz ovih ribnjaka, u kojima svake godine dolazi do izraZenog cvetanja vrste
Microcystis aeruginosa. Koncentracija mikrocistina tokom cvetanja iznosila je 1,12 mg/g st u
vodi, a u biomasi 6,7 g/L st. Distribucija mikrocistina u organima ribe ulovljene od strane
ribara je znatno varirala. Najvece koncentracije su zabeleZene u crevima (821 ng/g st), zatim
u jetri (531,8 ng/g) 1 bubrezima (400 ng/g) dok su manje koli¢ine detektovane u misi¢ima
(102 ng/g), pri ¢emu je najmanja koli¢ina detektovana u misi¢ima iznosila 45,7 ng/g st.
Prosecna porcija mesa ribe iznosi oko 100 do 200 g, §to bi u ovom slucaju znacilo da jedna
porcija sadrzi oko 10 pg mikrocistina, odnosno unos toksina u organizam je 5 puta veci od
preporu¢enog u vodi za pice. Istrazivanje pokazuje da koncentracije akumuliranog
mikrocistina, iako nisu toksi¢ne za samu zivotinju, mogu biti opasne za ljude nakon
konzumacije tkiva ove ribe. Monitoring cijanobakterija i njihovih toksina u uzgajalistima riba
je neophodan da bi se umanjilo izlaganje riba cijanotoksinima a samim tim i ljudi koji se
hrane njima (Mohamed i sar., 2003).

U Brazilu na Funil i Furnas rezervoaru uzorkovane su dve vrste riba Oreochromis
niloticus 1 Tilapia rendalli. Na Funil rezervoaru, mikrocistin-produkuju¢a grupa
cijanobakterija dominirala je u biomasi fitoplanktona, a na Furnas rezervoaru ona je Cinila
samo malu frakciju ukupne populacije fitoplanktona. Koncentracija mikrocistina u Funilu
iznosila je 986 ng/L, a 941 ng/L u Furnasu. Od 27 riba uhvacenih u oba rezervoara, 26 % su
imale vrednosti mikrocistina iznad preporucene TDI (8 ng/g tkiva), a one viSe kontaminirane
sadrzale su 50 % vise toksina od preporudene vrednosti. Stavise, uprkos &injenici da je
vrednost mikrocistina u vodi bila ispod predloZzene GV SZO za pija¢u vodu, akumulirani
mikrocistin u tkivima ribe dostizao je toksi¢ne nivoe, §to predstavlja potencijalnu opasnost za
potrosace. Koncentracije su se kretale od 0,8 do 32,1 pg/g u jetri i od 0,9 do 12,0 ng/g u
misi¢ima riba. Vrsta Tilapia rendalli imala je niske koncentracije mikrocistina u jetri i
misi¢ima u odnosu na Oreochromis niloticus, a bile su uhvaéene u istom rezervoaru i
izlozene istim koncentracijama toksina. Razlog ove razlike u akumulaciji mikrocistina
izmedu fitoplanktivornih vrsta riba moze biti usled razlika u ishrani ili razlike u metabolizmu

mikrocistina. Primeceno je i da Oreochromis niloticus akumulira vise cijanotoksina u Furnas
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rezervoaru. Moguce je da su prisutne varijante mikrocistina u Furnas rezervoaru mnogo teze
za eliminisanje. Negativna korelacija pronadena izmedu faktora sredine i mikrocistina u jetri
riba govori kako zdravije jedinke imaju manje ovog toksina u jetri. Takode je uoceno da
nema razlike u koncentraciji mikrocistina pronadenog u misi¢ima zenki i muZzjaka ovih vrsta,
Sto ukazuje da oba pola predstavljaju zdravstveni rizik pri konzumaciji. Interspecijske
varijacije ukazuju da odredene vrste riba mogu biti sigurnije za konzumaciju u odnosu na
druge, Sto treba imati u vidu pri donoSenju javnih zdravstvenih odrednica (Deblois i sar.,
2008).

U Kini na jezeru Taihu gde dolazi do obimnog cvetanja cijanobakterija vrSeno je
istrazivanje distribucije mikrocistina (MC-LR, MC-RR i MC-YR) u tkivima
fitoplanktivornog belog tostolobika (Hypophthalmichthys molitrix) koji se koristi u ishrani. U
jezeru dominira Microcystis aeruginosa i koncentracija intracelularnog mikrocistina u vodi je
iznosila 4,16 ng/L, odnosno izmedu 0 1 15,58 pg/L. U uzorcima ribe pronadeno je 78 % MC-
RR i 81 % MC-LR. Najvece koncentracije mikrocistina detektovane su u crevima, zatim jetri,
bubrezima i krvi, a prose¢ne vrednosti tokom godine bile su najveée u crevima, zatim jetri,
bubrezima, krvi, miSi¢ima, slezini, zu¢noj kesi i $krgama. Prose¢ne vrednosti mikrocistina u
crevima, jetri i miSi¢ima iznosile su 24,3, 0,957 1 0,197 pg/g st, a 16,7 % uzorka tkiva misica
imalo je vrednosti toksina iznad TDI. Na osnovu toga, preporuceno je da se ne trebaju
konzumirati misic¢i belog tostolobika iz ovog jezera tokom perioda cvetanja roda Microcystis,
a ostali organi su rizicni za ishranu duZzi vremenski period (Chen 1 sar., 2006a).

Rizik povezan sa konzumacijom akvaticnih proizvoda sistematicno je proucavan
analizom 26 ekonomski bitnih vrsta riba i Skoljki u tri velika jezera u Kini (Peng i sar., 2010).
U sva tri jezera pronadeni su MC-RR i MC-LR, s tim da je MC-RR bio dominantan.
Koncentracije MC kretale su se izmedu 0,38 do 2,52 ug/L u jezeru Taihu, izmedu 0,28 do
2,32 pg/L u jezeru Chaohu 1 izmedu 0,21 1 2,36 pg/L u jezeru Dianchi. U vodenim uzorcima,
vrednosti su dva puta vece od preporucenih GV. Rezultati ukazuju da veéina proizvoda iz tri
jezera nije odgovarajuca za ishranu ljudi zbog akumulacije mikrocistina. Procenjeno je da su
vrednosti dnevnog unosa 5 do 148 puta (jezero Taihu), 2 do 50 puta (jezeru Chaohu) i 1,5 do
4 puta (jezero Dianchi) vece od TDI. Akumulacija toksina ulovljenih organizama varirala je
od meseca do meseca, kao 1 zavisno od vrste, $to ukazuje na to da se rizik konzumacije moze
umanjiti ili izbe¢i pomeranjem ribolovne sezone ili lovljenjem odgovarajuce vrste riba i
Skoljki (Peng i sar., 2010).

Pored akumulacije istrazivanja su dokazala i negativan uticaj mikrocistina i

nodularina na ribe, pri ¢emu su razne patohistoloske promene zabelezene u mnogim
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organima izloZzene ribe. Nedavno su Svircev 1 saradnici (2015) rezimirali sadasnja znanja o
uticaju ovih cijanotoksina na histologiju ribe. lako mikrocistin i nodularin imaju prvenstveno
hepatotoksi¢ne efekte, patohistoloske promene su uocene i u drugim organima, $to ukazuje na
Siroki opseg dejstva ovih toksina. Intenzitet i ozbiljnost promena se razlikovao u zavisnosti
od nalina izlaganja, vrste riba i koncentracije toksina, medutim pojedini obrasci efekata
mikrocistina mogli su se uoditi u jetri i bubrezima zbog specificnog mehanizma delovanja.
Zbog negativnih efekata na tkivo ribe i prisustva cijanotoksina u jestivim delovima
riba, toksi¢no cijanobakterijsko cvetanje u akvakulturama moze uticati na kvalitet ribe, kao 1
drugih vodenih organizama, ali i da posredno negativno uti¢u na ljudsko zdravlje, Zivotnu

sredinu i ekonomiju.

1.6.4. Ishrana biljkama koje su zalivane cvetaju¢om vodom

Usevi mogu da dodu u kontakt sa cijanotoksinima kada se povrSinske vode koje
sadrZe cijanobakterije koriste za navodnjavanje, pri ¢emu mogu biti naruSeni prinos i kvalitet
biljnih kultura. Osim toga, ako akumulacija mikrocistina prelazi preporu¢ene GV,
konzumacija ovakvih biljka moze predstavljati rizik za zdravlje ljudi i zivotinja (Sagrane i
sar., 2009).

Prethodna istrazivanja su pokazala da cijanotoksini mogu imati negativne efekte na
biljke (MacKintosh i sar., 1990; Abe i sar., 1996; Pflugmacher i sar., 2001; Chen i sar.,
2004). Kod razlicitih vrsta sadnica koje su izlagane cijanotoksinima doslo je do inhibicije
rasta (Kos i sar., 1995; Kurki-Helasmo i Meriluoto, 1998; McElhiney i sar., 2001; M-Hamvas
i sar., 2003). Osim toga, MC-LR kod vodenih biljaka dovodi do inhibicije rasta i fotosintetske
proizvodnje kiseonika i izbeljuje im hlorofil (Pflugmacher i sar., 2002).

Prisustvo cijanotoksina je otkriveno u i na tkivima izloZzenih zemlji$nih i vodenih
biljaka (Codd i sar., 1999a; Mitrovi¢ i sar., 2005; Jarvenpaa i sar., 2007; Crush i sar., 2008;
Chen i sar., 2010). Pronadeni toksini u tkivima izloZenih biljaka sugeriSu da ukoliko se za
navodnjevanje Koristi voda koja sadrzi ove toksine, takve biljke mogu biti toksi¢ne i
nepogodne za ljudsku upotrebu.

Generalno, MC-LR inhibira PPl i PP2A kako sisara tako i biljaka. Pomenuti enzimi su
ukljuceni u defosforilaciju regulatornih proteina koji kontrolisu mnoge ¢elijske funkcije. Ova
inhibicija bi delimi¢no mogla objasniti smanjenje diverziteta biljnih i1 Zivotinjskih vrsta u
vodama u kojima cvetaju toksi¢ne cijanobakterije (MacKintosh i sar., 1990). U biljnim

tkivima, protein fosfataze su ukljuc¢ene u brojne molekularne i fizioloske procese, kao Sto je
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regulacija gena odgovornih za skladiStenje skroba (Takeda i sar., 1994), aktivacija enzima
ukljuéenih u fiksaciju CO (Carter i sar., 1990) i svetlom indukovana sinteza saharoze (Siegl i
sar., 1990). Mikrocistini mogu uticati na metaboli¢ke procese i ekspresiju gena biljaka, i na
taj naCin remete celu fiziologiju i rast biljke. Kos i saradnici (1995) su prvi prijavili inhibiciju
rasta kod sadnica biljke Sinapis alba, kao efekat mikrocistina i ekstrakta toksi¢nih
cijanobakterija. Od tada se povecalo interesovanje za fitotoksicne efekate cijanobakterija na
terestri¢ne biljke, pri ¢emu su dobijeni brojni dokazi o morfoloskim i fiziolo§kim promenama
u raznim biljnim vrstama izazvanim cijanotoksinima.

Uticaj cijanotoksina je Cesto ispitivan na pomenutoj vrsti, ¢ija se semena Koriste za
dobijanje senfa. Kurki-Helasmo i Meriluoto (1998) su primetili da naklijavanje semena
Sinapis alba sedam dana na Cvrstoj hranljivoj podlozi sa MC-RR dovodi do poremecaja
razvoja biljke. MC-RR u zavisnosti od koncentracije inhibira rast sadnica i to u korelaciji sa
inhibicijom aktivnosti PP1 1 PP2A. Uocena je i inhibicija izduzivanja korena i rasta korenskih
dlaka. Takode, detekcijom radioaktivnosti 3H-dihidroMC-LR konstatovano je uno$enje
toksina od strane biljke (5,3 pg/kg). Dalje, Solin i Meriluoto (2001) su ovu biljku, kao i
brokoli gajili sedam dana u te¢nom medijumu koji je sadrzao 1 mg *C-MC-LR/L. Nakon
eksperimenta detektovano je 24 ng **C-MC-LR/g u listovima biljke Sinapis alba i 62 ng/g u
listovima brokolija.

M-Hamvas i saradnici (2003) su zakljucili da je MC-LR uticao na fiziologiju i rast
biljke Sinapis alba na osnovu vlazne tezine (vt), duzine biljke, duzine hipokotila i korena,
ukljucujuéi i bocno korenje koje je bilo inhibirano ovim cijanotoksinom. McElhiney i
saradnici (2001) su otkrili da MC-LR, MC-RR i MC-LF inhibiSu rast sadnica Sinapis alba.
Takode su uocili da je rast i sadrzaj hlorofila kultura Solanum tuberosum inhibisan sa MC-
LR, kao i da je ovaj toksin poremetio razvoj korena izloZzenoj Phaseolus vulgaris, uzrokujuci
da biljka unosi oko 30 % manje medijuma od kontrole. Smanjena apsorpcija vode i hranljivih
materija moze imati negativne efekte na biljku i tako uticati na njen opstanak. Takode, MC-
LR je detektovan u tkivima izlozenih biljaka nakon samo 3 dana (11,55 pg/mL). Koli¢ine
toksina otkrivene u biljnim ekstraktima su rasle u skladu sa vremenom ekspozicije. Moguce
je da tkiva jestivih biljaka izlozenih MC-LR predstavljaju vektor za izlaganje
cijanotoksinima.

Jarvenpaa 1 saradnici (2007) su takode procenjivali efekte mikrocistina na sadnice
Sinapis alba i brokolija (Brassica oleracea var. italica) ali u ovom slu¢aju gajenim u zemlji i
zalivanim 19-20 dana sa vodom koja sadrzi ove toksine u koncentracijama koje se obi¢no

nalaze u prirodi (0,1 ili 10 pg/L). Sudeéi po indikatorima rasta i koncentraciji hlorofila, biljke
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su samo vrlo blago bile oste¢ene. Slaba (<10 %) inhibicije rasta je videna kod brokolija. Nize
koncentracije mikrocistina i veca starost biljaka su verovatno razlog za ispoljavanje blazih
efekata. Efekti toksina na klijanje mladih sadnica bi verovatno bili o¢igledniji (Kos i sar.,
1995; Kurki-Helasmo i Meriluoto, 1998). Osim toga, adsorbcija mikrocistina u zemljistu je
smanjila koncentraciju slobodnog toksina u vodenoj fazi, $to bi dodatno moglo da se smatra
faktorom odgovornim za niske koncentracije mikrocistina detektovane u biljkama. MC-LR je
detektovan samo u korenu biljaka (0,9 do 2,4 ng/g vt u brokoliu, 2,5 do 2,6 ng/g vt u Sinapis
alba), koji se ne konzumiraju. Posmatrane koncentracije toksina premasile su samo neznatno
smernice za vrednost MC-LR u pijac¢oj vodu (1 pg/L ili 1 ug/kg). Kako je potro$nja brokolija
1 senfa niza od potrosnje vode, ove biljke ne bi predstavljale zna¢ajnu opasnost po ljudsko
zdravlje pri ispitivanim uslovima.

Biljke pored toga Sto mogu biti izloZene cijanotoksinima preko medijuma u kojem su
gajene, ili preko zemlje koja je zalivana kontaminiranom vodom, one mogu biti izloZene
direktno i putem prskanja. Abe i saradnici (1996) su pokazali da direktan kontakt obe strane
lista sa MC-LR u vodenom rastvoru dovodi do smanjenja stope lisne fotosinteze, efikasnosti
karboksilacije i lisne nekroze kod izlozene Phaseolus vulgaris. Codd i saradnici (1999a) su
pokazali da posle prskanja vodom koja sadrzi cijanobakterije koje proizvode mikrocistine,
kolonije i pojedina¢ne ¢elije Microcystis aeruginosa kao i mikrocistini su se zadrzavali na
salati (Lactuca sativa). Autori su ukazali i da se kolonije Microcystis aeruginosa nisu mogle
ukloniti ispiranjem vodom, na nadin na koji se to vrS$i tokom pripreme salate u
domacinstvima.

Crush i saradnici (2008) su ispitivali efekat navodnjavanja sa jezerskom vodom koja
sadrzi mikrocistine na rast biljaka i akumulaciju toksina u ljulju, detelini, repi 1 zelenoj salati.
Biljke su gajene u stakleniku u pes¢anoj kulturi i primile su po tri ili Sest aplikacija (170 pg
10 mikrocistina po aplikaciji) jezerske vode, koja je posipana ili na povrsinu peska ili na
stabljike biljaka. Biljke su se razlikovale po svojoj osetljivosti 1 zadrzavanju mikrocistina,
koje je bilo specificno za vrstu, posebno u slucaju aplikacije na stabljiku. Voda koja je
aplicirana na izdanak slivala se sa listova repe i ljulja i vrlo malo je vlazila listove, bez
merljivog zadrzavanja mikrocistina od strane izdanaka. Nasuprot tome, listovi zelene salate 1
deteline bili su vidno navlaZeni i zadrzavali su mikrocistine. Ovo sugeriSe da su svojstva
kutikule lista veoma vaZna za zadrZavanje cijanotoksina. Mikrocistini su takode smanjili suvu
tezinu izdanka ljulja, repe 1 zelene salate, a povecali suvu teZinu korena ljulja 1 salate, dok
kod deteline nije bilo promena. Efekti na rast biljaka su bili o¢igledniji pri prvoj berbi nego

pri drugoj, Sto moze da sugeriSe da su se biljke prilagodile na prisustvo toksina. Naime,
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mikrocistini mogu poremetiti absorpciju i prenos hranljivih materija ili funkciju floema
korena. Da bi nadoknadili smanjenu funkciju korena, dodatni rast korena moze biti stimulisan
na racun rasta izdanaka, kao $to je to moglo biti kod ljulja i repe. U pogledu akumulacije,
koncentracije mikrocistina u korenu se nisu mnogo razlikovale u tretmanima gde je aplicirana
voda u pesak ili je do korena stigla oticanjem sa izdanaka. Koncentracije mikrocistina u
korenu su bile najvise kod deteline (1,45 mg/kg st), umerene u salati (0,68 mg/kg st) i male
kod ljulja (0,20 mg/kg st) i repe (0,12 mg/kg st). Nije bilo dokaza za translokaciju toksina iz
korena u izdanak. Nakon aplikacija na izdanak, mikrocistini nisu bili prisutni u izdanaku
ljulja i repe, ali su bili prisutni u detelini (0,20 mg/kg st) i zelenoj salati (prose¢no 0,79 mg/kg
st; 0,094-2,487 mg/kg st). U tom slucaju osoba od 60 kg konzumiranjem 65-75 g st tretirane
salate (6,8-7,9 g st) bi unosila oko 5,8 ug MCs po obroku (0,10 ug/kg telesne tezine). To bi
premasilo preporuc¢ene TDI vrednosti. Ne postoje standardi za unos mikrocistina od strane
domacih Zivotinja. Krava koja pase 15 kg st dnevno paSnjaka koji sadrzi 20 % deteline bi
unela 3 kg deteline (st). Izmerena koncentracija mikrocistina u detelini bila je 0,21 mg/kg (st)
Sto ukazuje da bi krava unosila 630 pg mikrocistina dnevno (1,26 ng/kg telesne tezine dnevno
za 500 kg zive tezine zivotinje). To bi premasilo preporuc¢enu granicu za mikrocistine u vodi
za pi¢e za domace zivotinje (ANZECC, 2000). Prema tome postoji moguénost za prenos
mikrocistina kroz lanace ishrane do ljudi i Zivotinja putem navodnjavanja vodom zagadenom
sa ovim cijanotoksinima (Crush i sar., 2008).

Brojna istraZivanja su pokazala da cijanotoksini razli¢ito deluju na razlicite vrste
biljaka. Chen 1 saradnici (2004) su koristili sirovi ekstrakt cvetajue biomase toksi¢nih
cijanobakterija iz Jezera Dianchi (Kina) da bi odredili efekte mikrocistina na repu (Brassica
napus L.) i pirina¢ (Oryza sativa L.) pri ¢emu su otkrili da toksin inhibise rast i razvoj obe
biljke, medutim, nivo inhibicije se razlikovao izmedu ove dve vrste. Mikrocistin je izazvao
jacu inhibiciju repe nego pirinca u procentu klijanja semena i visine sadnica. Koncentracije
mikrocistina otkrivene u sadnicama repe su bile mnogo vece od onih iz sadnica pirinca, §to
upucuje da mozda postoje razli¢iti mehanizmi tolerancije prema ovom toksinu medu biljnim
vrstama. Naime, postoji moguénost da je pirina¢, koji se gaji u vodi u kojoj mogu biti
prisutne cijanobakterije, evoluirao mehanizam koji spreava usvajanje mikrocistina i ¢ini ga
otpornijim. Mikrocistin je inhibisao razvoj primarnih korena pirin¢a, medutim, ja¢e bo¢no
korenje moglo je da absorbuje nutrijente tako da su sadnice pirinaca mogle i dalje rasti. Kod
sadnica repe viSe koncentracije mikrocistina dovele su do inhibicije formiranja korena, §to je
usled nedostatka hranljivih materija rezultovalo propadanjem biljke. Sadnice repe i pirinca

izlozene mikrocistinu (0,024 pg/mL odnosno 0,12 pg/mL) izgledale su gotovo zdrave, ali su
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utvrdeni nivoi mikrocistina iz ekstrakata ovih biljaka (2,61 1 2,94 ng/kg) znacajno prekoracili
privremene odrednice nivoa MC-LR u vodi za pi¢e (Chen i sar., 2004).

Sagrane i saradnici (2008) istrazivali su efekte ekstrakta cvetajue biomase koja
sadrzi mikrocistine iz Lala Takerkoust rezervoara (Maroko) na klijanje semena i rast biljaka
Pisum sativum, Lens esculenta, Zea mays i Triticum durum. Ove biljke su bile osetljive na
ekstrakte mikrocistisa i inhibicija klijanja je bila dozno zavisna. Mikrocistini su posle 8 dana
izlaganja doveli do znacajnog smanjenja duzine epikotila, duzine korena biljke i inhibicije
lateralnih korena. Vrsta Pisum sativum je bila najosetljivija, a Lens esculenta najvise otporna.
Dalje, Sagrane i saradnici (2009) su primetili da cijanobakterijski ekstrakt koji sadrzi
mikrocistine (MC-RR, -LR, -YR, -(H4)YR, -WR, i -FR (0,5-4,2 pg ekvi. MC-LR/mL)) posle
30 dana izloZenosti uti¢e na rast, razvoj, fotosintetsku aktivnost, produktivnost i mineralnu
ishranu ovih sorti. Svi uoceni efekti su bili specifiéni za biljne vrste, koncentracije toksina i
trajanje izloZenosti. Akumulacija svake varijante mikrocistina veoma je varirala medu biljnim
vrstama i biljnim organima. Ovim eksperimentom je dokazano da se mikrocistini mogu
translocirati kroz biljku.

Mohamed i Al Shehri (2009) su opisali prisustvo mikrocistina u tkivima sedam
povrtarskih biljaka navodnjavanih vodom iz podzemnih bunara u Saudijskoj Arabiji.
Kontaminacija podzemne vode sa cijanobakterijama se moze javiti usled infiltracije iz
obliznjih reka, jezera i bara, kao i putem padavina ili vetra, noSenjem cijanobakterijskih
akineta i spora (Dubovik, 2002; Mohamed i Al Shehri, 2007). Kada dospeju do bunara
podzemnih voda, u odgovaraju¢im uslovima cijanobakterije mogu da se prenamnoze. Tako
su u ovom slucaju cijanobakterije bile prisutne u podzemnim bunarima sa dominacijom vrste
Oscillatoria limentica, a u vodi su bili prisutni mikrocistini (0,3-1,8 pg/L), kao i u listovima i
korenu svih povrtarskih biljaka sa farmi (0,07-1,2 ug/g st). Koncentracije mikrocistina u
biljkama su bile u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom toksina u vodi. Koncentracije
mikrocistina su znacajno varirale medu povrtarskim biljkama, najveca koncentracija toksina
je zabeleZena u rotkvi (1,2 pg/g st), a najniza u kupusu (0,07 pg/g st). Korenje je imalo vise
koncentracije toksina nego liS¢e, jedini izuzetak je bilo liS¢e mirodije. Korenje mirodije,
rukole, zelene salate, perSuna i kupusa koji su akumulirali toksine se ne konzumiraju,
medutim koreni rotkve koji su sadrzali najve¢e koncentracije mikrocistina se koriste za
ishranu ljudi. Koreni rotkve 1 listovi mirodije, rukole, zelene salate, perSuna i kupusa obi¢no
se jedu svezi 1 ukoliko sadrze velike koli¢ine mikrocistina mogu predstavljati opasnost po
ljudsko zdravlje. Na osnovu izmerenih vrednosti koje se nalaze u jestivom lis¢u i korenju

(0,11-36 ng/gst), 100 g porcije bi sadrzalo od 11 do 36 pg mikrocistina, Sto je vise od
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preporucenh GV za ovaj toksin iz vode za pice. Sve biljke su izgledale zdravo, ali to moze
biti usled nizih koncentracija mikrocistina u podzemnim bunarima koje nisu bile dovoljno
visoke da uticu na rast ili izazovu morfoloske i fizioloske promene (Mohamed i Al Shehri,
2009).

Kontaminirana voda cijanobakterijama i cijanotoksinima moze predstavljati jedan od
spoljasnjih faktora koji izazivaju oksidativni stres kod izlozenih biljaka. Razni abioticki
faktori kao Sto su susa, salinitet, ekstremne temperature, jaka iradijacija, UV svetlost,
nedostatak hranljivin sastojaka, zagadivaci vazduha izazvaju oksidativno oStecenje biljaka
preko formiranja ROS (He i Hader, 2002; Noctor i Foyer, 1998; Lin i Kao, 2000). Da bi
eliminisale ROS i izbegle oksidativna oStecenja, biljke poseduju antioksidativne enzime
ukljucujuéi superoksid dismutazu (SOD), katalazu (CAT), peroksidazu (POD) i glutation
peroksidazu (GPX). SOD blokira Oz ostecenje Celija, dok CAT, POD i GPX razbijaju H.O>
na H20 i O, (Cakmak i Marschner, 1992). Promenu u koli¢ini i aktivnosti ovih enzima mogu
izazvati ekoloski stresovi (Gueta-Dahan i sar., 1997).

Ispitivanje Chen i saradnika (2004) su pokazala da su aktivnosti endogenih zastitnih
enzima SOD i POD u repi zavisile od doze toksina, dok je u pirinéu mikrocistin aktivirao
SOD, ali nikakav znacajni efekat na aktivnost POD nije prime¢en. SOD i POD mogu
ucestvovati u odbrani biljke protiv stresa, kao Sto je izlaganje mikrocistinima, koji takode
moze da manifestuje svoju toksi¢nost kroz oksidativni stress. Kontaminirana voda sa
mikrocistinima moze predstavljati stres koji utice na produktivnost izloZenih biljaka.

Rezultati Yin i saradnika (2005) takode pokazuju da MC-RR (50 mg/L) moze da
izazove oksidativni stres u suspenziji ¢elija duvana, koji se manifestuje akumulacijom ROS i
povecanom aktivnosti antioksidativnih enzima. Oksidativni stres na ¢elije uglavnom zavisi od
odnosa sadrzaja ROS 1 antioksidativnog sistema, pa ako prva komponenta ima prednost nad
drugom, celije ¢e biti oStecene i to ¢e dovesti do smrti Celije, Sto reflektuje vitalnost celija.
MC-RR izazvao je pad vitalnosti ¢elija za priblizno 80 % nakon tretmana od 144 h, dok su se
nivoi ROS, POD 1 GPX aktivnosti postepeno povecavali. Promene SOD i1 CAT aktivnosti su
takode otkrivene u celijama duvana. MC-RR moZe uzrokovati povecanje sadrzaja ROS u
biljnim ¢elijama Sto dovodi do razvoja oksidativnog stresa, a ¢elije mogu eliminisati ROS
unapredenjem antioksidativnih enzima i borbom protiv oksidativne povrede izazivane od
strane cijanotoksina.

Chen i saradnici (2010) izlozili su in vitro jabuku (Malus pumila) sirovom ekstraktu
cveta toksi¢nih cijanobakterija iz Dianchi jezera (Kina). Nakon izlaganja mikrocistinima

iznad 0,3 pg/mL znacajno je smanjen rast i Sirenje izdanaka jabuke. Nakon 7 dana izlaganja 3
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ug/mL POD aktivnost je bila znacajno povecana, a posle 14 dana izlaganja, mikrocistin je
izazvao povecanje POD ve¢ pri koncentraciji od 0,3 pg/mL. Tokom 7 dana mikrocistini pri
koncentracijama do 3 pg/mL nisu uticali na aktivnost SOD, medutim, nakon 14 dana
izlaganja SOD aktivnost je znac¢ajno povecana pri koncentraciji od 0,3 i 3 pg/mL u izdancima
jabuke. Koncentracija mikrocistina u izdancima se povecavala sa vremenom ekspozicije i
koncentracijom toksina. Nakon 14 dana izlaganja mikrocistinima 3 pg/mL, izdanci jabuke su
sadrzali 510,23 ng MC-LR ekvi/g st.

Pflugmacher i saradnici (2007) su uocili da razli¢ite varijante iste biljne vrste mogu
reagovati na razliCite nacine u prisustvu istog toksina. Pokazali su da cijanobakterijski
ekstrakti koji sadrze MC-LR (0,5 pg/L), utiu na klijanje, rast i morfologiju, kao i parametre
antioksidativnog odgovora u razli¢itim varijantama spanaca (Spinacia oleracea) Sest nedelja
nakon izlaganja. Poveéana aktivnost antioksidativnih enzima u spanacu jo$ jednom potvrduje
da izlaganje MC-LR izaziva oksidativni stres u biljkama, a to poveéanje je u cilju
ublazavanja negativnih efekata izazvanih od strane ROS. Odgovor na negativne efekte
oksidativnog stresa podrazumeva stimulaciju antioksidativnog sistema koji pored enzima
ukljuCuje 1 set antioksidanasa kao Sto su glutation, askorbinska kiselina i tokoferoli
(Pflugmacher i sar., 2007).

Fenolna jedinjenja takode igraju vaznu ulogu u neutralizaciji slobodnih radikala,
ukljucujuéi Oz, H202, -OH i O, (Ksouri i sar., 2007). L-fenilalanin amonijum liaza je
kljuc¢na u sintezi fenola 1 pokazalo se da postoji korelacija izmedu povecane aktivnosti ovog
enzima i povecanja fenolnih jedinjenja kao odgovor na razli¢ite stimuluse u biljkama
(Boudet, 2007; Sakihama i sar., 2002). Ovo bi moglo da objasni povecanje sadrzaja fenola u
Vicia faba biljci navodnjavane ekstraktom cijanobakterija koji sadrzi cijanotoksine (Lahrouni
I sar., 2013), sli¢ni rezultati su dobijeni i kod biljke Lemna gibba (Sagrane i sar., 2007).
Dakle, sadrzaj fenolnih jedinjenja se menja u biljkama koje su izlozene mikrocistinima.
Njihovo znacajno povecanje je otkriveno i u korenu i listovima lucerke (Medicago sativa).
Akumulacija fenola upucuje na znacaj tih jedinjenja sekundarnog metabolizma biljaka u
zatiti od biotickih ili abiotiCkih stresova 1/ili stresora. Biljke izloZene mikrocistinima
sintetiSu veée koli¢ine fenolnih jedinjenja da bi se suocile sa stresnim uslovima izazvanim
cijanotoksinima. Uz angazovanje antioksidativnih enzima i fenolna jedinjenja ucestvuju u
procesu odbrane biljaka protiv stresa izazvanog navodnjavanjem vodom kontaminiranom
cijanotoksinima. Nivo fenolnih jedinjenja i aktivnost peroksidaza su dva parametra koja su

veoma povezana sa oksidativnim stresom, jer oni ublaZavaju/sprecavaju poremecaje koji
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nastaju u biljnoj Celiji (lipidna peroksidacija) 1 ucestvuju u odbrambenom mehanizamu
biljaka protiv stresa (EI Khalloufi i sar. 2011).

Flavonoidi su prirodna polifenolna jedinjenja proizvedena od strane biljaka, a koji
mogu takode sluziti u ublazavanju stresa izazvanog cijanobakterijama. Novo istrazivanje je
pokazalo da flavonoidi mogu da izazovu znacajnu inhibiciju rasta kod izlozene
cijanobakterijske vrste Microcystis aeruginosa (Huang i sar., 2015).

Navodnjavanje vodom koja je kontaminirana cijanotoksinima ima negativne
biohemijske efekte na metabolizam izlozenih biljaka i time uti¢e na kvalitet poljoprivrednih
kultura. Takode, biljke mogu da akumuliraju mikrocistine i potencijalno prenose ove toksine

do zivotinja i ljudi 1 to u visokim koncentracijama koje su opasne po zdravlje potroSaca.

1.6.5. Cijanobakterijski dijetetski suplementi

Unos cijanobakterija takode moze biti dobrovoljan, putem suplemenata u ishrani,
pravljenih na bazi cijanobakterija i to najces¢e vrsta rodova Spirulina, Nostoc, kao i
Aphanizomenon flos-aquae, a koji su uglavnom poznati po svom bogatom sadrzaju proteina.
Cijanobakterije i alge u nekim delovima sveta ve¢ hiljadama godina predstavljaju izvor hrane
i lekova (Hoppe, 1979; Richmond, 1990). Nekada Asteci (Farrar, 1966), a danas brojna
plemena na severu Afrike gaje cijanobakterije (spirulinu) u jezerima i od njih prave hleb i
kolace (Ciferri, 1983; Abdulgader i sar., 2000). NajduZi staz u konzumaciji ima Kina, gde se
kao hrana koristi cijanobakterija Nostoc i to oko dve hiljade godina (Gao, 1998). Njihova
eksploatacija u zapadnim zemljama pocinje 70-tth godina proslog veka (Becker 1
Venkataraman, 1980) i to u vidu suplemenata koji se uglavhom proizvode od biomase
cijanobakterijskih vrsta Aphanizomenon flos-aquae i Spirulina spp., koje se najéesce gaje u
Africi (Toerien i Grobbelaar, 1980), Kaliforniji, Havajima, Tajlandu, Kini (Li i Qi, 1997),
Tajvanu (Soong, 1980) i Indiji (Becker i Venkataraman, 1984), a u velikoj meri su namenjeni
zapadnom trziStu (Carmichael 1 sar., 2000).

Naime, u zemljama Zapadne Evrope i Severne Amerike promovise se zdrav nacin
zivota, koji izmedu ostalog, ukljucuje i primenu bioloskih proizvoda, kao Sto su suplementi u
ishrani pravljeni na bazi biomase cijanobakterija. Oni se uzimaju zbog svojih korisnih efekata
po zdravlje poput detoksikacije, gubitka telesne tezine, poboljSanja raspolozenja, podizanja
energije i poveéane budnosti (Carmichael i sar., 2000; Jensen i sar., 2001). Osim toga, neki
od ovih proizvoda se koriste kao alternativna terapija za smanjenje paznje usled

hiperaktivnosti kod dece (Lindermann, 1995).
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Cijanobakterijski suplementi u obliku pilula, kapsula i praSkova se mogu konzumirati
bez lekarske konsultacije. S obzirom na to da su ovi proizvodi prirodni, pretpostavlja se da su
ujedno i bezbedni, zbog ¢ega se ¢esto uzimaju u visokim dozama i tokom duzeg vremenskog
perioda. Medutim, ovo moze imati negativne posledice po zdravlje, ukljucujuci simptome
kao §to su mucnina, povracanje 1 dijareja. lako se gastrointestinalni poremecaji mogu dovesti
u vezu sa konzumacijom ovih suplemenata, obi¢no se oni pripisuju zeljenoj “detoksikaciji”’
organizma. Takode, brojni negativni efekti mogu pro¢i neprimeceni ili mogu biti pripisani
drugim uzroénicima (Gilroy i sar., 2000).

Medutim, pomenute posledice mogu biti rezultat prisustva cijanotoksina u
suplementima pravljenim na bazi biomase cijanobakterija. Uprkos opStem miSljenju da
spirulina nije toksicana, anatoksini su identifikovani u suplementima na bazi spiruline
(Draisci i sar., 2001). Takode, utvrdeno je da Spirulina fusiformis moze da proizvede niske
koncentracije mikrocistina i anatoksina-a (Ballot i sar., 2004; 2005). Smatra se da su
suplementi na bazi spiruline izazvali oSteCenje jetre kod jednog Japanca (lwasa i sar., 2002).
Takode, Aphanizomenon flos-aquae moze da proizvodi anatoksin-a (Rapala i sar., 1993) i
saksitoksin (Pereira i sar., 2000; Ferreira i sar., 2001). Ova vrsta se generalno gaji u
prirodnim jezerima, gde moze da koegzistira sa drugim cijanobakterijama kao Sto je i
Microcistis sp. (Carmichael i sar., 2000), $to podrazumeva da potroSaci suplemenata mogu
biti izloZzeni mikrocistinima i drugim toksinima proizvedenim od strane pratecih
cijanobakterija.

Nezavisna ispitivanja koncentracije mikrocistina u suplementima na trzistu Amerike,
Kanade, Nemacke i Svajcarske su i dokazala prisustvo ovih toksina u suplementima na bazi
cijanobakterija. Za veéinu tih suplemenata utvrdeno je da sadrze mikrocistine u
koncentracijama ve¢im od dozvoljenih 1 pg/g (Gilroy i sar., 2000; Lawrence i sar., 2001;
Hoeger i Dietrich, 2004). TDI za MC-LR se lako moze prekoraciti konzumacijom
kontaminiranih  cijanobakterijskih  suplemenata u ishrani. Neophodno je da se
cijanobakterijske vrste i sojevi koji se sa ovim ciljem masovno gaje selektuju na bazi
odsustva produkcije cijanotoksina nakon brojnih biotestova. Monitoring i kvalitetna kontrola
biomase namenjene za dobijanje dodataka u ishrani, kao i samih proizvoda, su neophodni u

cilju zaStite potroSaca.

45



Uvod

1.6.6. Intravenski put ekspozicije

Prvi dokumentovani smrtni ishodi usled kontakta sa cijanotoksinima preko
hemodijalize dogodili su se u Klinici za dijalizu u gradu Karuaru, Brazil tokom 1996. godine
(Jochimsen i sar.,1998; Carmichael i sar., 2001). U februaru 1996. nakon rutinske
hemodijalize od 131 pacijenta, 116 (89 %) pozalili su se na glavobolju, bolove u o¢ima,
poremecaje vida, mucninu, povracanje i slabost misica. Kasnije je kod 100 bolesnika doslo i
do akutnog prestanaka rada jetre. Od decembra 1996. godine, 52 smrtna slucaja mogu biti
pripisana sindromu nazvanom "Karuaru sindrom" (Barreto i sar., 1996; Jochimsen i sar.,
1998).

Uzroci opisanog sindroma su ubrzo pronadeni u vodi od koje je pripremana fizioloska
teCnost za dijalizu. Klinika je tokom leta 1996. godine za dijalizu koristila neadekvatno
tretiranu vodu (Jochimsen i sar., 1998). Na osnovu predasnjih znanja o pojavi cijanobakterija
u Brazilu, zatim hemijskoj stabilnosti hepatotoksina, kao i slicnosti sa simptomima opisanih
kod pacijenata sa onim uocenim kod eksperimentalnih Zivotinja, doslo se do pretpostavke da
bi za ove intoksikacije mogli biti odgovorni cijanotoksini. Na osnovu ove hipoteze izvrseno
je ispitivanje fitoplanktona u vodi rezervoara koji snabdeva Kkliniku, zatim analiza
cijanotoksina u vodnom sistemu Kklinike, kao i analiza tkiva jetre pacijenata.

Analize fitoplanktona u rezervoaru su pokazale da od 1990. godine cijanobakterije
dominiraju u vodi i predstavljale su 99 % od ukupne fitoplanktonske zajednice. NajceSca
cijanobakterijska vrsta bila je Aphanizomenon manguinii, kao i dve vrste Oscillatoria, dok su
najces¢i cijanobakterijski rodovi bili: Microcystis, Anabaena i Cylindrospermopsis,
potencijalni producenti cijanotoksina. Na osnovu analiza vode, seruma i tkiva jetre
pacijenata, identifikovana su dva hepatotoksi¢na cijanotoksina: mikrocistini u svim uzorcima
i cilindrospermopsin u sistemu za precis¢avanje vode u lokalnom rezervoaru (Carmichael i
sar., 2001).

Histopatoloski pregled tkiva jetre 16 zrtava je pokazao uniformnost oSteCenja jetre,
deformiteta cCelija, nekroze, apoptoze 1 citoplazmaticne vakuolizacije. Ova histopatoloSka
slika je bila veoma slicna onoj dobijenoj kod eksperimentalnih zivotinja tretiranim
mikrocistinima (Dabholkar i Carmichael, 1987; Runnegar i sar., 1987; Theiss i sar., 1988).
Na osnovu ovih bioloskih i hemijskih dokaza se moglo zakljuciti da su mikrocistini (MC-YR,
MC-LR i MC-AR) iz vode glavni uzrok smrti pacijenata sa hemodijalize u Brazilu (Azevedo,
2002).
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1.7. Stanje u Srhiji

Sa poznavanjem puteva ekspozicije ¢oveka cijanotoksinima, na vaznosti dobijaju
informacije 0 pojavi i toksi¢nosti cijanobakterija u vodama Srbije, prvenstveno u
rezervoarima za vodosnabdevanje, navodnjavanje, rekreaciju i ribnjacima. Ubrzana
eutrofizacija vodnih ekosistema, kao direktna posledica naglog poveéanja ljudske populacije,
urbanizacije i moderne intenzivne poljoprivredne prakse je intenzivirala pojavu cvetanja
toksi¢nih cijanobakterija (Svir¢ev 1 sar.,, 2008). Ucestala pojava Stetnih cvetanja
cijanobakterija u brojnim vodenim ekosistemima dovela je do povecanog interesovanja za
istrazivanje cijanobakterija Sirom sveta ukljucujuci i Srbiju.

Na osnovu pregleda 130 godina istraZzivanja biodiverziteta, pojave 1 toksicnosti
cijanobakterija u vodama Sirom Srbije, kao 1 njihovog uticaja na kvalitet vode 1 zdravlje ljudi,
moze se zakljucCiti da je cvetanje cijanobakterija prisutno u mnogim rezervoarima koji se
koriste za snabdevanje vodom za pice, rekreaciju, navodnjavanje poljoprivrednih useva,
ribnjacima, ali 1 drugim vodenim telima u nasoj zemlji (Svircev 1 sar., 2014).

Znacajni uticaj na ljudsko zdravlje moze se manifestovati kroz hroni¢no izlaganje
cijanotoksinima preko vode za piée (Falconer, 1998; Codd i sar., 2005). Na primer, u
rezervoaru Celije, koji se koristi za snabdevanje vodom za pié¢e grada Krusevca, tokom 2004,
godine dogodilo se cvetanje cijanobakterija Aphanizomenon, Anabaena i Microcystis. Uzorci
vode prikupljeni iz rezervoara sadrzali su 650 pg mikrocistina/L, dok je u vodovodnoj vodi
Krusevca, koncentracija mikrocistina bila 2,5 pg/L (Sviréev i sar., 2009). Osim toga, i u
drugim akumulacijama u Srbiji (Bovan, Bresnica, Gara$i, GrliSte, GroSnica, Gruza,
Krajkovac, Pridvorica) zabelezeno je cvetanje cijanobakterija (Sedmak i Svircev, 2011).
Epidemioloska istraZivanja su pokazala da postoji povezanost izmedu cvetanja
cijanobakterija u akumulacijama koje se koriste za snabdevanje vodom 1 povecane ucestalosti
primarnog kancera jetre u Centralnoj Srbiji (Svir€ev i sar., 2009; 2013; 2013a; 2014; 20144;
Drobac, 2009; Drobac i sar., 2011).

Istrazivanje o cijanobakterijama u ribnjacima Srbije su zapocela 1950. godine
(Milovanovi¢ i Zivkovié, 1953, 1959; 1963; Risti¢ i sar., 1979). U poslednje vreme sve veca
zabrinutost u pogledu zdravstvenih efekata koji cijanotoksini mogu da imaju na ribe i
potencijalno na ljude koji konzumiraju ribu koja sadrzi toksine, dovela je do povecanja broja
studija na ribnjacima. Najveéi broj ovih istrazivanja je sproveden na ribnjacima na teritoriji

Vojvodine (Svetska banka izvestaj DM 4307, 2011).
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Cijanobakterije takode mogu biti uzro¢no povezane sa masovnim pomorom ribe koji
se dogodio 2012. godine u Aleksandrovackom jezeru (Svirev i sar., submitirano), koje se
prvenstveno koristi za navodnjavanje. Prisustvo mikrocistina i bujanje cijanobakterija je
takode primeceno u mnogim drugim akumulacijama koje se koriste za navodnjavanje u
Srbiji. Na primer, u Mrtvoj Tisi su detektovane visoke koncentracije mikrocistina (279,87
Ma/L) u leto 2007. godine (Simeunovi¢, 2009). Ovi nalazi mogu biti vazni, jer su istrazivanja
pokazala da navodnjavanje povrSinskom vodom koja sadrzi cijanobakterije i cijanotoksine
moze negativno uticati na poljoprivredne biljke, koje potencijalno mogu akumulirati te
toksine i predstavljati rizik za zdravlje ljudi i zivotinja (Codd i sar., 1999a; Crush i sar., 2008;
Sagrane i sar., 2009; Chen i sar., 2010).

Pored navedenih, cvetanjem cijanobakterija su bili zahvaceni i drugi vodeni
ekosistemi kao na primer bare, jezera, kanali, pa ¢ak i reke Sirom Srbije. Visok nivo javnog
medijskog interesovanja dogodio se u junu 2009. godine nakon uginuéa ribe i nekoliko
stotina domacih zivotinja (krava i svinja), koje su pile vodu iz reke Ponjavica u blizini grada
Panceva. Tacan uzrok uginuca nije utvrden, medutim, istrazivanja u 2008. i 2009. godini na
Ponjavici su pokazala prisustvo mikrocistina u vodi, mulju, biljkama i ribi (Karadzi¢, 2011;
Nati¢ i sar., 2012). Moguce je da su ovi cijanotoksini doprineli uginucu Zivotinja, medutim za
ovakav zakljucak nema dovoljno podataka.

Generalno, u nasoj zemlji postoji veliki broj podataka o pojavi cijanobakterija. Naime,
tokom pomenutog perioda od 130 godina, na teritoriji Republike Srbije sprovedeno je preko
250 objavljenih analiza. Pri tome je u vodama Srbije zabeleZeno oko 70 vrsta cijanobakterija.
Cijanobakterije koje su najcesce cvetale pripadaju rodovima: Microcystis, Aphanizomenon,
Oscillatoria i Anabaena, dok su Microcystis aeruginosa, Microcystis flos-aquae,
Pseudanabaena limnetica, Oscillatoria agardhii (Planktothrix agardhii), Oscillatoria
rubescens (Planktothrix rubescens), Anabaena solitaria, Anabaena flos-aquae i
Aphanizomenon flos-aquae najc¢esce cijanobakterijske vrste (Svircev i sar., 2014).

Istorijski podaci 0 pojavi cijanobakterija i cijanotoksina u vodenim ekosistemima
Srbije, kao i njihovim bioloskim efektima i uticaju na ljudsko zdravlje (videti Svircev i sar.,
2014), ukazuju na potrebu daljeg pracenju ovog fenomena kako u nasoj zemlji tako i Sirom

sveta.

48



Uvod

1.8. Novosadska kolekcija kultura cijanobakterija (NSCCC)

Cijanobakterije su ubikvitarni organizmi koji naseljavaju Sirok spektar vodenih i
kopnenih sredina Sirom sveta. Njihov biodiverzitet se moze ocuvati u kolekcijama kultura
cijanobakterija. Tako i Novosadska kolekcija kultura cijanobakaterija (NSCCC) (Slika 3)
sadrzi brojne sojeve izolovene iz raznih ekosistema Srbije, ali takode i sveta. Od preko 300
sojeva (Simeunovié, 2005) iz ove kolekcije analizirana je toksi¢nost 70 kultura i to 36 kulture
terestri¢nog i 34 vodenog porekla (Tokodi i sar., u pripremi).

Artemia salina bioesej je pokazao toksi¢nost (mortalitet rac¢i¢a preko 50 %) 17 kultura
od kojih osam poticu iz terestricne, a devet iz vodene sredine. Osim toga, ELISA test je
kori$éen za skrining istih kultura i utvrdeno je da 31 analizirana kultura (17 vodenog i 14
terestricnog porekla) ima sposobnost produkcije cijanotoksina, pri ¢emu je 28 kultura bilo
pozitivno na mikrocistin i nodularin, a sedam na saksitoksin, od kojih su cetiri kulture
proizvodile obe grupe cijanotoksina. Cijanotoksini su produkovani od strane razlicitih rodova
poreklom iz vodenih (Geitlerinema, Gloeocapsa, Jaaginema, Leptolyngbya, Microcystis,
Nostoc, Oscillatoria, Phormidium) i terestri¢nih ekosistema (Anabaena, Chroococcus,
Leptolyngbya, Anabaena, Nostoc, Phormidium, Synechocystis) (Tokodi i sar., u pripremi).

Ove informacije su znacajne jer se iz kolekcije moze molekularnim i ekofizioloSkim
metodama ispitati ne samo trenutna toksi¢nost nego i potencijalna, koja se moze ocekivati i u
razli¢itim prirodnim ekosistemima, a samim tim predstavlja opasnost po Coveka i druge

organizme.

Slika 3. Sojevi iz NSCCC
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

Glavni ciljevi istrazivanja su:

a) pracenje prisustva cijanobakterija i cijanotoksina u cvetaju¢im akumulacijama
za snabdevanje vodom za pice, rekreaciju, navodnjavanje i u ribnjacima na teritoriji

Republike Srbije;

b) proucavanje negativnih efekata cijanotoksina na ljudsko zdravlje, kao i na¢ina

izlaganja coveka ovim Stetnim metabolitima cijanobakterija;

c) ispitivanje potencijalne akumulacije i prenosa cijanotoksina putem lanca

ishrane, odnosno kontaminiranim prehrambenim proizvodima, do ¢oveka;

d) predlozi moguce prevencije izlaganja i negativnih efekata.

U okviru ispitivanja bice testirane sledece hipoteze:

1. U akumulacijama za snabdevanje vodom za pice, rekreaciju, navodnjavanje i

ribnjacima u Srbiji su prisutne toksi¢ne cijanobakterije i njihovi cijanotoksini;

2. U Centralnoj Srbiji postoji povezanost povecanih incidenci kancera, prvenstveno
primarnog kancera jetre sa pojavom cvetanja cijanobakterija u akumulacijama za

vodosnabdevanije;

3. Cijanotoksini mogu da se akumuliraju u mesu ribe koja se gaji u ribnjacima u

kojima dolazi do cvetanja cijanobakterija;

4. Cijanotoksini mogu da se akumuliraju u plodovima biljaka za ljudsku upotrebu,

koje se zalivaju kontaminiranom vodom u kojoj se nalaze cijanotoksini;

5. Cijanotoksini su prisutni u suplementima na bazi cijanobakterija koji se prodaju na
naSem trzistu.
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Da bi se ostvarili ciljevi istrazivanja neophodno je sprovesti sledece postupke:

* pratiti slucajeve cvetanja i uzorkovati vodu radi detekcije prisutnih cijanobakterija i
cijanotoksina u akumulacijama za snabdevanje vodom za pice i rekreaciju (Vrutci, Uzice),
navodnjavanje (Aleksandrovacko jezero, Vranje) kao i u ribnjacima (Vojvodina) sa teritorije

Srbije;

» analizirati desetogodiSnje epidemioloske podatke o 13 kancera u Srbiji, sa akcentom

na primarni kancer jetre, ukljucujuci i podatke o njegovim osnovnim faktorima rizika;

 uociti negativne efekte cijanobakterija i cijanotoksina na ljude i druge izloZzene

organizme, sprovesti upitnik na lokalitetu gde je doslo do cvetanja (Vrutci, Uzice);

* analizirati prisustvo i negativne efekte mikrocistina u mesu ribe (Cyprinus carpio)

iz ribnjaka u VVojvodini koji su cvetali;
» sprovesti eksperiment radi procena akumulacije i negativnih efekata cijanotoksina u
tkivima biljke (Capsicum annuum) zalivanjem vodom kontaminiranom mikrocistinima

(Microcystis aeruginosa PCC 7806);

* testirati suplemenate u ishrani pravljenih na bazi cijanobakterijske biomase sa naseg

trziSta na prisustvo mikrocistina;

« diskutovati o grani¢nim vrednostima za cijanotoksine u svetu i potrebi definisanja

istih u Srbiji radi zastite ljudskog zdravlja;

* sagledati moguénosti prevencije i eliminacije cijanobakterija i cijanotoksina u

vodenim ekosistemima.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Epidemioloski podaci

Epidemioloski podaci o incidenci 13 kancera analizirani su po okruzima Centralne
Srbije u cilju ispitivanja povezanosti sa pojavom cvetanja cijanobakterija u rezervoarima za
vodosnabdevanje. Takode su pracena i pojedina oboljenja gradana Uzica radi procene

potencijalnih efekata na zdravlje, nakon cvetanja akumulacije za vodosnabdevanje Vrutci.

3.1.1. Regionalna podela Srbije

Republika Srbija je podeljena na tri regiona: Vojvodina, Centralna Srbija i Kosovo.

Prema administrativnoj podeli, Centralna Srbija ima 18 okruga (Slika 4).

Slika 4. Administrativna podela Srbije na regione. Ukupno 3 regiona sa 18 okruga u
Centralnoj Srbiji: (1) Rasinski, (2) Zajecarski, (3) Macvanski, (4) Borski, (5) Podunavski, (6)
Pcinjski, (7) Moravicki, (8) Zlatiborski, (9) Branicevski, (10) Pomoravski, (11) Beogradski,

(12) Jablanicki, (13) Raski, (14) Kolubarski, (15) Pirotski, (16) Sumadijski, (17) Nisavski,
(18) Toplicki
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Jedan od okruga, Pirotski, je iskljuCen iz istrazivanja, zbog sumnje u nepouzdanost
podataka jer su sve incidence kancera u ovom okrugu bile veoma visoke, $to zahteva dodatna
istrazivanja. Ispitivani okruzi sa odgovaraju¢im skra¢enicama koje se koriste u disertaciji,

prikazani su u Tabeli 6.

Tabela 6. Istrazivani okruzi Centralne Srbije sa skracenicama

Skraéenica Okrug
01 P&injski
02 Jablanicki
03 Toplic¢ki
04 Raski
05 Rasinski
06 PomoravskKi
o7 Zlatiborski
08 Podunavski
09 Branic¢evski
010 Nisavski
011 Borski
012 Moravicki
013 Macvanski
014 Kolubarski
015 Sumadijski
016 Zajecarski
017 Beogradski

Ucestalost kancera 1 zaraznih bolesti iz svih okruga u centralnom registru su
dokumentovani po okruzima i moguce je uporediti pojave kancera sa drugim bolestima, kao i
sa pojavom cvetanja cijanobakterija u lokalnim rezervoarima koji se koriste za snabdevanje
vodom ovih okruga. Vojvodina se snabdeva podzemnim vodama i ovaj region predstavlja

adekvatnu negativnu kontrolu u izvrSenom epidemioloskom ispitivanju.

3.1.2. Baze podataka

e Zaizradu ove disertacije, desetogodisnji podaci o hroni¢nom virusnom hepatitisu B (cum
delta agent i sine delta agent) (HBV) i hroni¢énom virusnom hepatitisu C (HCV) za
Centralnu Srbiju su dobijeni iz Instituta za zastitu zdravlja “Dr Milan Jovanovi¢-Batut”
Centra za prevenciju i kontrolu zaraznih bolesti (Zarazne bolesti na teritoriji Republike
Srbije bez Kosova i Metohije, 1999-2008).
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e Podaci 0 HBV i HCV za Vojvodinu su dobijeni iz Instituta za javno zdravlje VVojvodine.

e Podaci o mortalitetu ciroze jetre u elektronskom obliku su dobijeni iz Instituta za javno
zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanovi¢ Batut".

e Kao izvor podataka o ucestalosti trinaest kancera u Centralnoj Srbiji tokom
desetogodisnjeg perioda od 1999. do 2008. godine, koris¢en je objavljeni materijal
Instituta za javno zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanovi¢ Batut", Beograd (Registar za rak u
Centralnoj Srbiji, 1999-2008).

Trinaest ispitanih kancera su navedeni u Tabeli 7, ukljucujué¢i i odgovarajuce
skrac¢enice koje se koriste u ovoj disertaciji, kao 1 njihovi stru¢ni kodovi Medunarodne
Kklasifikacije bolesti za statistiku i druge zdravstvene probleme (ICD 10. revizija), definisane
od strane SZO (http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2010/en#/11).

Tabela 7. Ispitivani kanceri sa skracenicama i kodovima

Skraéenica | ICD-10 kod | Kancer
K1 C71 mozga
K> C34 bronhija i plu¢a
Ks C38 srca, medijastinuma i pluéne maramice
K4 C56 jajnika
Ks C62 testisa
Ks C64 bubrega (bez bubreZzne karlice)
K7 C16 zeluca
Ks Cl7 tankog creva
Ko C18, C20 | kolorektuma
Ko C48 retroperitoneuma i peritoneuma
K1 C91-95 leukemije
K12 C43 maligni melanom koZze
Kis C22 primarni kancer jetre

Kanceri su izabrani i podaci o incidencama podvrgnuti epidemioloskim analizama na
osnovu ranije objavljenih podataka koji svedofe o negativnim efektima cijanotoksina na
odgovarajuc¢e organe (Falconer, 1988; Falconer i Buckley, 1989; Humpage i sar., 2000;
Milutinovi¢ i sar., 2002; Zhou i sar., 2002; Botha i sar., 2004; Ding i sar., 2006; Milutinovic¢ i
sar., 2006; Soares i sar., 2007).

e Podaci o pet kancera (mozga, jajnika, testisa, malignog melanoma koZe i jetre) za region
Vojvodine (kontrolni region) su dobijeni iz Registra za rak Vojvodine, Instituta za

onkologiju Vojvodine, Sremska Kamenica.
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e U saradnji sa Zavodom za javno zdravlje Uzice, sakupljeni su podaci za period od 2008.
do 2013. godine o pojavi bolesti koznog i potkoznog tkiva i bolesti digestivnog trakta,
kod gradana Uzica, kao 1 pojavi kancera prostate, larinksa, bubrega i leukemije kod
muskaraca, kancera dojke, ovarijuma, grlica materice i materice kod Zena, zatim kancera
pluéa, kolona, rektuma, mokraéne besike, zeluca, pankreasa, mozga i jetre kod oba pola.
Podaci o broju obolelih su zabelezeni prilikom pruzanja primarne i sekundarne
zdravstvene zaStite.

e Podaci o cvetanju cijanobakterija su uzeti iz 25-godiSnjeg programa monitoringa u Srbiji
koji vrSi Republicki hidrometeoroloski zavod (vidi Sviréev i sar., 2011), zatim iz
objavljenih radova na ovu temu (npr. Svirev i sar., 2007) kao i baze podataka

cijanobakterija Srbije (Svircev i sar., 2014).

3.1.3. Statisti¢ka analiza

Za analizu incidence svih posmatranih kancera definisan je novi skoring sistem. Neka

je posmatran kancer Kj, j=1,2,...,13 ¢ija je prose¢na vrednost incidence u svih 17 okruga

17

Xj = inj sa standardnim odstupanjem o; =
i=1

. Svakom okrugu pridruzena

je jedna od vrednosti -2,-1,0,1,2. Ako je X; prosecna incidenca u posmatranih deset godina

kancera Kj u okrugu O;j tada se okrugu O; pridruzuje broj poena za kancer Kj odreden

formulom:
-2 _” < Xi —ZGJ
-1, X;—20,<%;<X,—0,
scor; (Zj): 0, X;—0;<X;<X+0,
X +0; <X; <X, + 20,
’ X; +20; <X;

Odnosno, posmatranom okrugu dodeljuje se vrednost -2 ako je incidenca kancera
znacajno ispod proseka u Srbiji (manja od x —25 ), vrednost -1 ako je incidenca umereno
ispod proseka u Srbiji (izmedu x —2oix —o ), vrednost 0 ako je u granicama proseka

(izmedu X —o i x + o ), vrednost 1 ako je umereno iznad proseka (izmedu X+o0 | x+25)

55



Materijal i metode

1 vrednost 2 ako je incidenca kancera u regionu znacajno iznad republickog proseka (veca od
X +20).
Za rangiranje okruga kori$¢ena je suma poena za sve kancere, odnosno svakom

okrugu je pridruzen SCOR definisan sa:

13
SCOR(i) = Y scor;(%;), i=12,...,17
j=1

Pored toga t-testom je testirana razlika u pojavi kancera u pojedinim okruzima i
regionima.

Takode, t-testom su testirane razlike u broju obolelih u Uzicu u 2013. godini i
prose¢nog broja obolelih u periodu od 2008. do 2012. godine za bolesti sistema za varenje,
koze i podkoznog tkiva (P<0,05). Izracunati su: srednja vrednost, standardna devijacija i
koeficijent varijacije.

U statistickoj analizi koriS¢en je softver IBM SPSS Statistics, version 20, kao i

Statgraphics centurion XV.

3.2. Upitnik i anketiranje

Nakon pojave cvetanja cijanobakterija u rezervoaru za vodosnabdevanja Vrutci kod
grada Uzica, sastavljen je upitnik sa sedam pitanja uz dodatna potpitanja o putevima
izloZenosti cijanobakterijama i cijanotoksinima, kao i njihovom uticuju na zdravlje ljudi 1
Zivotinja.

Na samom pocetku anonimnog upitnika su trazeni osnovni licni podaci ispitanika, pol
1 godine starosti. Zatim, prva tri pitanja, kao i pocetak Cetvrtog pitanja se odnose na nacine i
ucestalost izlaganja, putem vodovodne vode, ishrane ribom i tokom rekreativnih aktivnosti.
Preostala pitanja se odnose na zdravstvene komplikacije koje bi mogle biti rezultat izlaganja,
kako ispitanika, tako 1 njegovih ¢lanova porodice 1 Zivotinja. Pitanja su vremenski usmerena
na deSavanja od decembra 2013. godine, kada je zabeleZeno cvetanja u odnosu na prethodne

tri godine pre incidenta.

Sledi prikaz upitnika:
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ANONIMNI UPITNIK ZA GRAPANE UZICA

Pol (podvuéi): Muski Zenski Godine starosti (dopisati):
1. Vodovodnu vodu U TOKU ZABRANE KORISCENJA sam upotrebljavao/la (podvuéi odgovore):
a) Za pice svakodnevno povremeno nikad
b) Za spremanje hrane svakodnevno povremeno nikad
c¢) Li¢nu higijenu (pranje ruku, zuba, umivanje) svakodnevno povremeno nikad
d) Tusiranje svakodnevno povremeno nikad

2. Dali je vodovodna voda U TOKU ZABRANE KORISCENJA promenila (podvuéi odgovore):
a) boju b) ukus C) miris d) ostala je ista

3. Ribu iz jezera Vrutci konzumiram (podvudéi odgovore):
a) U poslednje tri godine svakodnevno par puta nedeljno mesec¢no godisnje nikad
b) Od decembra 2013. svakodnevno par puta nedeljno mesecno nikad

4. Boravak na jezeru (podvuéi odgovore na slede¢a pitanja):
a) Koliko ¢esto posecujete jezero Vrutci? par puta nedeljno  meseéno godisnje nikad
b) Kojim aktivnostima se bavite na jezeru Vrutci? kupanje pecanje boravak pored vode
drugo (navesti koje):
c) Da li ste primetili neke promene vode jezera?
pojavu neprijatnog mirisa vode jezera promenu boje vode pojavu pene, prevlake ili nakupine
d) Da li ste dosli u kontakt sa vodom tokom promena? DA NE
¢) Da li ste videli uginule Zivotinje u vodi ili van vode?
NE DA (navesti koje zivotinje):
f) Da li su Vase Zivotinje dosle u kontakt sa vodom iz jezera Vrutci?
NE DA (navesti koje zivotinje):
g) Dalli su imale zdravstvene probleme nakon kontakta?
NE DA (navesti koje simptome):

5. U poslednje TRI GODINE od navedenih problema imao/la sam (zaokrufZiti i dopuniti):

a) Iritacije koZe (osip, crvenilo) ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
b) Iritacije o¢iju (suzenje, crvenilo) ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
¢) Stomacne tegobe ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
d) Groznica ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
e) Ucestale glavobolje ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
f) Probleme sa bubrezima ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
g) Probleme sa jetrom ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:

h) Drugo (navesti):

6. OD DECEMBRA 2013. od navedenih problema imao/la sam (zaokruZiti i dopuniti):

a) Iritacije koze (osip, crvenilo) ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
b) Iritacije o€iju (suzenje, crvenilo) ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
¢) Stomacne tegobe ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
d) Groznica ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
e) Ucestale glavobolje ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
f) Probleme sa bubrezima ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:
g) Probleme sa jetrom ako ste posetili lekara, navesti oboljenja:

h) Drugo (navesti):

7. Ostali €lanovi porodice su imali/imaju (zaokruZiti i podvu¢i):

a) Iritacije koZe (osip, crvenilo) od decembra 2013. poslednje tri godine
b) Iritacije o¢iju (suzenje, crvenilo) od decembra 2013. poslednje tri godine
¢) Stomacne tegobe od decembra 2013. poslednje tri godine
d) Groznica od decembra 2013. poslednje tri godine
e) Ucestale glavobolje od decembra 2013. poslednje tri godine
f) Probleme sa bubrezima od decembra 2013. poslednje tri godine
g) Probleme sa jetrom od decembra 2013. poslednje tri godine

h) Drugo (navesti):

Hvala Vam na uéescéu
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Anketirano je ukupno 320 ispitanika metodom sluc¢ajnog uzorka. Anketiranje je
sprovedeno na dva nacina, pismenim putem kada je upitnik u papirnoj formi podeljen
gradanima Uzica koji se snabdevaju vodovodnom vodom, na ovaj nacin anketirano je ukupno
100 ispitanika.

Drugi vid anketiranja je bio online preko sajta http://www.qualtrics.com/.
Odgovaraju¢i link za upitnik je postavljen na druStvene mreze koje su se bavile ovom
problematikom, a distribuiran je i putem elektronske poste ispitanicima koji su bili u
mogucnosti da odgovore elektronskim putem, Sto je bio slucaj sa 220 ispitanika. Dobijeni

podaci su analizirani po pitanjima i prikazani su tabelarno i graficki.

3.3. Uzorkovanje na terenu

Istrazivanje je obuhvatilo razli¢ite vodene ekosisteme koji su cvetali tokom izrade
doktorata: rezervoar Vrutci, Aleksandrovacko jezero i kompleks ribnjaka u Vojvodini, koji se
koriste kao vazni vodni resursi za vodosnabdevanje, rekreaciju, navodnjavanje i akvakulturu,

iz tog razloga bili su predmet ovih istrazivanja.

3.3.1. Opis lokaliteta

3.3.1.1. Vrutci

Akumulacija Vrutci ima viSestruku namenu: vodosnabdevanje Uzica (70 000
stanovnika) 1 okoline, zastitu od poplava, zadrZzavanje nanosa i oplemenjivanje malih voda. U
praksi akumulacija Vrutci se koristi i u rekreativne svrhe kao §to su sportski ribolov, kupanje
u letnjim mesecima, nekontaktna rekreacija i slicno. Nekoliko puta vrSeno je i1 poribljavanje
akumulacije u cilju upravljanja ribljim fondom u akumulaciji. Na levoj obali akumulacije na
samo nekoliko metara od brane, izgradena je i mini hidroelektrana koja je za pogon koristila
vodu iz akumulacije.

Izgradnja brane Vrutci pocela je 1977. godine, a zajedno sa akumulacijom i
cevovodom sirove vode pustena je u funkciju 1986. godine. Da bi se reSilo pitanje
vodosnabdevanja stanovnika i industrije vodom, kao najkvalitetniji i najpouzdaniji izvor

vodosnabdevanja prihvacene su vode reke Petinje. Brana Vrutci (Slika 5a) izgradena je na

58


http://www.qualtrics.com/

Materijal i metode

ulazu u klisuru reke Petinje, 12 km uzvodno od Uzica. Betonska lu¢na brana je kupolastog
tipa, gradevinske visine 77 m i duzine u kruni 241 m, a ukupna zapremina akumulacije je 54

miliona m3 (http://www.vodovod-ue.co.rs/?page_id=27).

Slika 5. Akumulacija Vrutci a) Velika brana b) plutajuce formacije Planktothrix

rubescens (b-Foto: Tijana Jeftic)

Krajem decembra 2013. godine, na povrsini akumulacije Vrutci, primeéena je mrlja
crvene boje, €iji se obim u narednim danima uvecavao, nakon ¢ega je izvrSeno ispitivanje.
Analiza je obavljena u Institutu za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovi¢ Batut”,
referentnoj ustanovi za ispitivanje prisustva i determinaciju algi. Dobijeni rezultati su utvrdili
prisustvo cijanobakterije Planktothrix rubescens u precis¢enoj, dezinfikovanoj vodi sa
postrojenja i u vodi iz mreze
(http://uimenaroda.rs/cache/watermark/15de82f9ff01b65cfac16752419b8alf.jpg).

Ova cijanobakterijska vrsta je obojila vodu duz vodenog stuba u tamno purpurno-
crvenu (Slika 2b), a takode je formirala purpurne plutaju¢e formacije u vidu crvenog tepiha
(Slika 5b), koje je vetar naneo u priobalje. S obzirom da je re¢ o cvetanju potencijalno
toksi¢ne cijanobakterijske vrste i to u akumulaciji koja se koristi za vodosnabdevanje, pa i
razne rekreativne aktivnosti (kupanje, boravak pored vode, pecanje, i sl.), na ovom lokalitetu
je obavljeno uzorkovanje jezerske vode, cijanobakterijske biomase i ribe u cilju ispitivanja

prisustva cijanotoksina.
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3.3.1.2. Aleksandrovacko jezero

Aleksandrovacko jezero (Slika 6a) je vestacka akumulacija, koja se nalazi oko osam
kilometara jugozapadno od Vranja, u ataru sela Aleksandrovac, Kupinince i Donje
Trebesinje. Aleksandrovacko jezero je rezervoar povrsine 120 000 m?, izgraden za potrebe
navodnjavanja na reci Aleksandrovac 1964. godine. Tokom vremena, povecanje aktivnosti i
priliv hranljivih materija u slivu su doveli do intenzivne eutrofizacije. To je pre svega
posledica priliva hranljivin materija iz sliva, relativno male dubine jezera, kao i prirodnih
faktora 1 klimatskih karakteristika. Na pocetku 21. veka, Aleksandrovacko jezero je ve¢ bilo

eutrofno i u gotovo anaerobnim uslovima (Svircev i sar., submitirano).

Slika 6. a) Aleksandrovacko jezero (Svircev i sar., submitirano)

b) cvetanje Cylindrospermopsis raciborskii (Svircev i sar., submitirano)

Dva masovna pomora ribe su se desila 2008. godine sa posledi¢nim gubitkom preko
3 000 kg ribe (http://www.politika.rs/rubrike/Srbija/Uginulo-dve-tone-ribe.lt.html). Ubrzana
eutrofizacija jezera primorala je na napore u cilju poboljsanja kvaliteta vode i jezero je
ispraznjeno do kraja 2009., a u prole¢e 2010. je poceo program obnove, kada su uklonjeni
mulj i makrofitska vegetacija. Jezero je ponovo napunjeno, a zatim se Koristilo za turizam i
rekreaciju tokom leta 2010. godine (Sviréev i sar., submitirano).

Medutim, 20. decembra 2012. ponovo je doslo do masovnog pomora ribe. Lokalni
stanovnici su prijavili zastrasujucu scenu o hiljadama mrtvih riba koje su plutale na vodi
(Slika 23). Gotovo cela riblja populacija je izgubljena (vise od 1,7 tona), ukljudujuéi: Sarana
(Cyprinus carpio), soma (Silurus glanis), amura (Ctenopharyngodon idella), tolstolobika
(Hypophthalmichthys molitrix), deverike (Abramis brama), babuske (Carassius gibelio),

bucova (Aspius aspius) i klena (Squalius cephalus). Nekoliko nedelja pre incidenta,
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registrovano je cvatanje cijanobakterijske vrste Cylindrospermopsis raciborskii koja je dala
zuto/braon boju vodi (Slika 6b). Osim toga, led se formirao na povrsini jezera neposredno pre
uginuca ribe.

Predstavnici Instituta ,Jaroslav Cerni® izvrsili su fizicko-hemijske, bioloske 1
ekotoksikoloske analize uzoraka iz jezera. Medutim nisu uocene znacajne vrednosti koje
mogu da ukazu na uzrok(e) ovog masovnog pomora ribe (Sviréev i sar., submitirano). Do
pomora riba moze da dovede Sirok spektar uzro¢nih faktora, ukljucujuéi prisustvo
cijanobakterija i njihovih toksi¢nih metabolita i zbog toga je na ovom lokalitetu obavljeno

uzorkovanje vode.

3.3.1.3. Kompleks ribnjaka u Vojvodini

Nazivi ribnjaka na kojima su sprovedene analize se iz komercijalnih razloga i zastite
vlasnika neée javno iznositi. Ispitivani ribnjaci se snabdevaju vodom iz podzemnih voda.
Vodni rezim se kontroliS§e na osnovu nivoa vode u obliznjim rekama. Temperatura vode
ribnjaka tokom ispitivanog perioda kretala se od 12 do 31°C (Svetska banka izvestaj DM
4307 2011).

Pojava cvetanja cijanobakterija u kompleksu ribnjaka (Slika 7) primeéena je tokom
maja, juna, jula, avgusta i septembra 2011. godine, tako da je uzorkovanje vode sprovedeno u
toku leta 2011. godine. Nakon skrininga i odredivanja cvetajuéih ribnjaka uzorkovana je i

riba, radi detekcije prisustva i akumulacije mikrocistina u misi¢nom tkivu ribe, kao 1 njihovih

negativnih efekata na tkivo ribe.

4
A

Slika 7. Cvetanje cijanobakterija u ispitivanim ribnjacima Vojvodine
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3.3.2. Uzorkovanje vode

Vodeni uzorci iz svih istrazivanih vodenih ekosistema su uzimani standardnom
metodom uzorkovanja vode adekvatnim sterilnim priborom. Uzorci vode su sakupljeni u
plasticne flase (1,5 L) sterilisane UV zraCenjem, sa obale 13 ribnjaka, Aleksandrovackog
jezera i rezervoara Vrutci. U akumulaciji Vrutci je sakupljena i cijanobakterijska biomasa, a
uzorkovanje vode je vrSeno na centru na dubinama 4 m, 10 m i 14 m. Svi uzorci su u
relativno kratkom vremenskom periodu transportovani i ¢uvani na niskoj temperaturi (4°C)
do dalje obrade i analize.

Uzorci za analize fitoplanktona (kvantitativnu i kvalitativnu analizu cijanobakterija)
su prikupljeni sa sredine ribnjaka Ruttner-ovom bocom zapremine 1 L, tako §to su boce
punjene vodom na 30 cm od povrsine vode. Uzorci su odlozeni u falkone od 100 mL i

fiksirani 4 % formaldehidom.

3.3.3. Uzorkovanje mesa ribe

Uzorkovanje ribe je sprovedeno u deset ribnjaka (kompleks ribnjaka u Vojvodini)
nakon pojave cvetanja cijanobakterija. Kao kontrola uzorkovane su jedinke iz ribnjaka koji
nisu bili zahvaceni cvetanjem. Pojedinac¢ni ribnjaci iz kojih je uzorkovana riba nisu naznaceni
zbog tehnoloskih postupaka pri gajenju ribe, koja se premesta kroz ribnjake. Iz ribnjaka
metodom sluéajnog uzorka uzeto je prosecno po 5 primerka omnivornog maloljuskavog
Sarana (Cyprinus carpio). Nakon Zrtvovanja, izmereni su i zabeleZeni osnovni podaci za
svaku jedinku (tezina, totalna duzina i standardna duZina ribe).

Od svake jedinke uzorkovano je misi¢no tkivo koje je pulovano, liofilizirano
(“CHRIST ALPHA 2-4 LD plus®“, Nemacka) i ¢uvano za dalju pripremu 1 analizu
akumulacije cijanotoksina. Uzorkovana su i tkiva iz razli¢itih organa svake ribe (jetre,
bubrega, Skrga, creva 1 misica) u cilju procene histopatoloskih efekata cijanotoksina, pri cemu
su tkiva fiksirana u 4 % formalinu.

Uzorkovanje ribe sprovedeno je i u jezeru Vrutci. Ribe su dobijene od ribara koji su
ribu pecali tokom oktobra 2013. (miSi¢no tkivo Sest jedinki ¢uvano u zamrzivacu) i aprila
2014. godine (dva uzorkovanja po tri ribe-zajedno pulovano meso i iznutrice). Uzorak se
sastojao od tri vrste riba: deverika (Abramis brama), bodorka (Rutilus rutilus) i zeka
(Alburnus alburnus). Ribe su ¢uvane u zamrzivacu, a njihova tkiva su kasnije liofilizirana
(“CHRIST ALPHA 2-4 LD plus®, Nemacka).
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3.4. Eksperimentalno zalivanje biljaka kontaminiranom vodom

U cilju procene potencijalne akumulacije mikrocistina u biljkama sproveden je
eksperiment u kontrolisanim uslovima (temperatura 25°C, 60-70 % relativne vlaznosti, 16 h
fotoperioda) u tri ponavljanja na tri biljke ljute papric¢ice (Capsicum annuum) koje su imale
formirane plodove (Slika 8). Tokom tri meseca zalivanje je vrSeno sa razblazenim ekstraktom
mikrocistisa, pripremljenim od kulture soja Microcystis aeruginosa PCC 7806 iz Pasterove
kolekcije kultura (Pasteur Culture Collection) iz Pariza. Kultura je tretirana sonikacijom (10
min u ciklusima od 30 sek) i uzastopnim procesom odmrzavanja/zamrzavanja, u cilju lize
¢elije 1 oslobadanja ¢elijskog sadrzaja ukljucujuci intracelijske cijanotoksine. Procenjeno je
da je dobijeni ekstrakt sadrzao MC-LR 245 pg/L (LC-MS).

Ovako tretirana kultura u koli¢ini od 20 mL (ukupno 580 mL kulture) je pomeSana sa
20 mL odstajale dehlorisane vodovodne vode i koriStena za zalivanje eksperimentalnih
biljaka dva puta nedeljno (14 nedelja). Kontrolna biljka je zalivana isklju¢ivo sa 40 mL
odstajale dehlorisane vodovodne vode 14 nedelja. Na A‘ ”ﬁ

kraju eksperimenta, nakon vise od tri meseci zalivanja,

radi utvrdivanja akumulacije mikrocistina, ubrani su
listovi i plodovi iz kojh su izvadena semena. Delovi
paprike su usitnjeni, liofilizirani (“CHRIST ALPHA 2-
4 LD plus®, Nemacka) i uvani za analize.

Slika 8. Kontrolna i éksperimentalné binEi

3.5. Odabir suplemenata na bazi cijanobakterija

Na naSem trziStu postoji veliki broj suplemenata u ishrani 1 preparata pravljenih na
bazi cijanobakterija. NajceS¢e su to suplementi koji se mogu kupiti u apotekama,
drogerijama, prodavnicama zdrave hrane ili naruciti putem
interneta. Dva popularna proizvoda sa naseg trzista su kupljena u 4 2‘
apoteci i ovlaséenoj prodavnici ovih preparata. Suplementi u formi
tableta (Slika 9) su samleveni do praha i dalje pripremljeni ‘ .
(objasnjeno u delu priprema uzorka) za analize u cilju procene

potencijalnog prisustva mikrocistina. Slika 9. Dva testirana suplementa u vidu tableta

63



Materijal i metode

3.6. Sprovedene analize na sakupljenim uzorcima

3.6.1. Analiza cijanobakterijskog fitoplanktona

Cijanobakterijski fitoplankton je analiziran u vodama ribnjaka. Uzorci su razblazeni
prilikom stavljanja u komoricu od pleksiglasa da bi mogli da se broje, koriSéenjem
UTERMOHL-ovog metoda (1958) pomocu invertnog mikroskopa Leica DML. Posmatranje
je vrseno mikroskopom Karl Zeiss Imager M1 pod uveli¢anjem od 400, 800 1 1 000 puta, a
snimanje je vrseno digitalnom kamerom AxioCam MRc5.

Identifikacija vrsta izvrSena je prema standardnim kljuevima za identifikaciju
fitoplanktona: Huber-Pestalozzi (1983), Krammer i Lange-Bertalot (1986; 1988; 1991)
Komarek i Anagnostidis (1998; 2005). Brojnost cijanobakterija je izraZzena kao broj

¢elija/mL. Obrada uzorkovanog materijala izvrSena je u cilju realizacije projekta Svetske

banke (DM 4307 2011).

3.6.2. Metoda odredivanja koncentracije hlorofila a

3.6.2.1. Priprema uzoraka

Uzorci vode iz ribnjaka su u cilju utvrdivanja koncentracije hlorofila a koncentrovani
filtriranjem 500 mL vode kroz membranski filter 0,45 um (Sartorius). Filteri su umotani i
stavljeni u epruvete sa cepom, u koje je dodato 10 mL 90 % acetona i ostavljeni su preko noci
na 4°C u mraku radi ekstrakcije hlorofila. Ekstrakti su centrifugirani na 3 000 obrtaja/min
tokom 15 min. U dobijenom supernatantu spektrofotometrijski je izmerena koncentracija
hlorofila a (APHA, 1995).

3.6.2.2. Postupak odredivanja koncentracije hlorofila a
Ocitavanje opticke gustine vrseno je na spektrofotometru “Beckman 25 u kiveti od 1
cm sa 3 mL ekstrakta (OD na 750 nm i 664 nm), zatim je ekstrakt zakiseljen sa 0,1 N HCI i

nakon 90 sekundi ocitana je opti¢ka gustina na 750 nm i na 665 nm. Koncentracija hlorofila a

je izracunata po formuli:
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Hlorofil a (mg/m®) = (26,7 x ((664 - 750) pre - (665 - 750) posle) xV1) / V2 x L

26,7 = korekcija apsorbance koja zavisi od apsorbcionog koeficijenta hlorofila a na 664 nm
664 pre 1 665 posle = opticka gustina ekstrakta pre i posle zakiseljavanja

750 = opticka gustina za zamucenje

V1= zapremina ekstrakta, |

V2= zapremina uzorka, m?

L = sirina kivete spekrofotometra (u cm)

Kao slepa proba koris¢en je 90 % rastvor acetona (90 delova acetona i 10 delova
zasi¢enog rastvora MgCO3).

Merenja su vrSena u dva ponavljanja i rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti
tih merenja.

Na osnovu dobijenih vrednosti odreden je stepen troficnosti ribnjaka na osnovu

kategorizacija po Felfoldy (1980) (Tabela 8).

Tabela 8. Troficki status vode na osnovu koncentracije hlorofila a po Felfoldy (1980)

Troficki status Koncentracija hlorofila a
(Felfoldy, 1980) (mg/m?3)
Atrofi¢na 0

Ultra-oligotrofna <1
Oligotrofna 1-3
Oligo-mezotrofna 3-10
Mezotrofna 10-20
Mezo-eutrofna 20-50
Eutrofna 50-100
Eu-politrofna 100-200
Politrofna 200-800
Hipertrofna >800

Analize su radene na Departmanu za biologiju i1 ekologiju Prirodno-matemati¢kog

fakulteta u Novom Sadu.
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3.6.3. Artemia salina bioesej

U cilju detekcije toksicnosti (ukupne, intracelularne i/ili ekstracelularne) uzoraka
biomase i1 vode iz rezervoara Vrutci kao i vodovodne vode grada Uzica, primenjen je biosej

sa vrstom raci¢a Artemia salina.

3.6.3.1. Priprema uzoraka

Uzorci iz jezera Vrutci su pripremljeni za detekciju ukupne toksi¢nosti vode, kao i
intracelularnog i ekstracelularnog sadrzaja biomase. U uzorcima vode sa razli¢itih dubina
jezera i vodovodne vode odredena je ukupna toksi¢nost bez ekstrakcije. Toksi¢nost biomase
je testirana na tri nacina, ekstracelularno, intracelularno i u uzorku biomase tretirane
sonikacijom i odmrzavanjem/zamrzavanjem, pa centrifugiranjem.

Biomasa sakupljena iz jezerske vode (10 mL) je filtrirana i ekstracelularni deo (filtrat)
je prikupljen za bioesej radi testiranja ekstracelularne toksi¢nosti. Filteri poroziteta 0,45 um
(Sartorius) sa koncentrovanim cijanobakterijskim ¢éelijama (intracelularni deo) su osuseni na
40°C preko no¢i (vlazna biomasa je iznosila 1,1382 g; a suva 0,2622 g). Sledeceg dana
osuSeni filteri su iseCeni i prekriveni sa 3 mL 75 % metanola radi ekstrakcije cijanotoksina
tokom 24 h. Da bi se bioloski aktivne materije oslobodile iz ¢elija vrSeno je razaranje
¢elijskog zida postupkom sonikacije (10 min u ciklusima 30 sek/30 sek) na sonikatoru 250
Branson. Uzorak je potom homogenizovan meSanjem, nakon cega je usledilo centrifugiranje
na 5 000 obrtaja/min u trajanju od 15 min (Multi-Spin MSC 6000). U dobijenim

supernatantima ispitivana je intracelularna toksi¢nost (Sema 2).

3.6.3.2. Postupak bioeseja A. salina

Priprema biotesta po¢inje inkubacijom jaja larvi A. salina u slanoj vodi, dodavanjem 2
g jaja raci¢a sa meSavinom hranljivih soli (Artemia-mix Sera, Nemacka) u 200 mL mlake
vodovodne vode. Nakon perioda inkubacije od oko 30 h u uslovima aeracije i osvetljenosti na
temperaturi od 30°C, izlegle larve racica su se Koristile za detekciju toksi¢nosti pripremljenih

uzoraka (Kiviranta i sar., 1991).
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Bioesej A. salina je izvoden u mikrotitar plo¢ama od 96 vela, koje su prethodno
sterilisane UV zracenjem i dobro isprane destilovanom vodom. Zatim je u tri ponavljanja
aplicirano po 100, 75, 50 i 25 pL intracelularnog uzorka. Mikrotitar plo¢a sa uzorcima je
ostavljena na uparavanje metanola na 30°C, tokom 24 h.

Sledeceg dana 50 pL ekstracelularnog uzorka i netretiranih uzoraka vode dozirano je
u velove mikrotitar ploc¢e (bez uparavanja), a potom je u sve uzorke dodato jo§ 100 pL
medijuma slane vode (eng. “artificial seawater”’ASW) sa 10-20 raci¢a, a u velove sa
uparenim ekstraktom dodato je i jo§ 100 uL. samog medijuma slane vode. Mikrotitar ploce su
potom stavljene u uslove osvetljenosti na 30°C u termostat. Nacin pripreme uzoraka i sam
postupak bioeseja je prikazan na Semi 2.

Odredivanje mortaliteta i brojanje mrtvih raci¢a je vrSeno nakon 24 h i 48 h od
momenta postavljanja eksperimenta. Nakon 24 h pomoc¢u lupe brojane su uginule jedinke u
svakom velu, a zatim je mikrotitar plo¢a vra¢ena na inkubaciju. Drugo brojanje se vrsilo
nakon 48 h i zatim su sve prezivele jedinke usmréene dodavanjem 100 puL 100 % metanola u
svaki vel, posle 15 min izbrojan je ukupan broj ra¢ica po velu.

Kao kontrola kori$éen je sam medijum slane vode sa racicima (bez uzoraka), kao i 75
% uparen metanol u medijumu sa ra¢i¢ima (radi eliminacije uticaja ekstrakcionog sredstva na
test jedinke).

Svaki test je napravljen u triplikatu, pa je izraCunata njihova srednja vrednost, a
toksicnost je izraZzena kao procenat mrtvih larvi u uzorcima umanjen za smrtnost racica u
kontroli.

Nivo toksi¢nosti uzoraka je odredivan prema slede¢im kriterijumima (Simeunovié,

2009):

. Vrlo visoka toksi¢nost (mortalitet veci od 90 %)
° Znacajan nivo toksi¢nosti (mortalitet ve¢i od 50 %, a manji od 90 %)
o Nizak mortalitet (mortalitet ispod 50 %)

Analize su radene na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matemati¢kog

fakulteta u Novom Sadu.
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Sema 2: Priprema uzoraka i postupak bioeseja A. salina
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3.6.4. Enzimski imuno-vezujuéi test

Analiza prisustva cijanotoksina mikrocistina, nodularina i saksitoksina u uzorcima
vode ribnjaka vrSena je enzimskim imuno-vezujué¢im testom (eng. “enzyme-linked immuno
sorbant assay” ELISA). Prisustvo cijanotoksina je analizirano pomoc¢u dva ELISA Kkita:
mikrocistin-ADDA i saksitoksin. Abraxis Mikrocistin-ADDA ELISA (Mikrocistin/Nodularin
ADDA ELISA, Abraxis LLC, Pennsylvania, SAD) je imunoesej za kvantitativno otkrivanje
mikrocistina i nodularina nezavisno od kongenera. Saksitoksin ELISA (Saxitoxin (PSP)
ELISA, Abraxis LLC, Pennsylvania, SAD) je imunoesej za kvantitativhu detekciju
saksitoksina. Prema proizvodacu kita, granice detekcije za mikrocistin-ADDA ELISA test na

osnovu MC-LR, su 0,10 i 5 ppb (ug/L), a granice detekcije za saksitoksin su 0,015 0,4 pg/L.

3.6.4.1. Priprema uzoraka

Ovi kitovi su dizajnirani u svrhe skrininga cijanotoksina i nije potrebna posebna
priprema uzoraka vode, samo procedura za osiguravanje lize ¢elija ukoliko su one prisutne u
uzorku vode. Kako bi se obezbedila ¢elijska razgradnja i oslobadanje unutarcelijskog sadrzaja
ukljucujuéi potencijalno prisutne cijanotoksine, uzorci vode su nekoliko puta uzastopno
zamrzavani i odmrzavani, a zatim je vrSena sonikacija 10 min u ciklusima 30 sek/30 sek
(sonikator 250 Branson). Uzorak je potom centrifugiran 15 min na 5 000 obrtaja/min (Multi-
Spin MSC 6000). Dobijeni supernatant je koris¢en u dva ELISA testa u cilju skrininga
prisustva cijanotoksina mikrocistina, nodularina i saksitoksina. Priprema uzoraka za ELISA
test je vrSena na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta u

Novom Sadu.

3.6.4.2. Postupak ELISA testa za detekciju mikrocistina i nodularina

a) Odmereno je 50 pL standarda, kontrole i uzorka u velove mikrotitar ploce na osnovu

protokola.
b) Dodato je 50 pL rastvora antitela u svaki vel pomocu multikanalne pipete. Velovi su

prekriveni i sadrzaj velova je paZljivo promesan kruznim pomeranjem ploc¢e po podlozi

30 sek. Inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 90 min.
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¢) Nakon inkubacije prosut je sadrzaj mikrotitar ploce. Svaki vel je ispiran tri puta sa po
250 pL pufera za ispiranje (pufer za ispiranje je koncentrovan i treba se razblaziti
dejonizovanom vodom, tako §to se u posudi od 1 L napravi rastvor odnosa 1:5 npr. 100
mL rastvora i 400 mL dejonizovane vode). Ostatak rastvora je uklonjen tapkanjem ploce

po papirnim ubrusima.

d) Dodato je 100 uL konjugata enzima u svaki vel pomoc¢u multikanalne pipete. Sadrzaj
prekrivenih velova je promesan na ve¢ objasnjen nacin. Inkubacija na sobnoj temperaturi

30 min.
e) Nakon inkubacije prosut je sadrzaj mikrotitar ploce. Svaki vel je ispiran tri puta sa po
250 pL pufera za ispiranje i ostatak rastvora je uklonjen tapkanjem plo¢e po papirnim

ubrusima.

f) Dodato je 100 uL rastvora u boji u svaki vel pomocu

multikanalne pipete. Inkubacija na sobnoj temperaturi u
mraku 20-30 min. N

g) Dodato 50 pL stop rastvora u svaki vel istim redosledom

pomoc¢u multikanalne pipete (Slika 10).

h) Ocitavanje absorbance je vrSeno na 450 nm pomocu ‘
ELISA cita¢a (Asys Expert Plus UV Microplate Reader, ;
Biochrom, UK; Software: Kim Immunochemical (
Processing). y A

Slika 10. Izvodenje poslednje faze u proceduri ELISA testa

Indirektna kompetitivna ELISA se bazira na prepoznavanju mikrocistina, nodularina i
njihovih kongenera od strane specifi¢nih antitela (a, b). Ovi cijanotoksini prisutni u uzorku se
takmice sa analognim mikrocistin-proteinima imobilizovanim na plo¢i, za vezivanje sa
antitelima u rastvoru. Nakon ispiranja (c¢) se dodaje sekundarno obelezeno antitelo (d).
Ponovo, nakon ispiranja (e) i dodavanja rastvora substrata stvara se signal u boji (f).
Intenzitet plave boje je inverzno proporcionalan koncentraciji mikrocistina ili nodularina u

uzorku. Nakon prekida reakcije (g) boja se procenjuje pomoc¢u ELISA C¢itaca (h).
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3.6.4.3. Postupak ELISA testa za detekciju saksitoksina

a) Dodato je 50 pL standarda i uzorka u velove mikrotitar ploce.

b) Dodato je 50 uL konjugata enzima u svaki vel pomoc¢u multikanalne pipete.

c) Dodato je 50 uL rastvora antitela u svaki vel pomoc¢u multikanalne pipete. Velovi su
prekriveni 1 njihov sadrzaj je promeSan na ve¢ objasnjen nacin. Inkubacija na sobnoj

temperaturi 30 min.

d) Svaki vel je ispiran cetiri puta sa po 300 pL pufera za ispiranje i ostatak rastvora je

uklonjen tapkanjem ploce.

e) Dodato je 100 pL rastvora substrata u velove. Inkubacija na sobnoj temperaturi u mraku

30 min.

f) Dodato je 100 pL stop rastvora u svaki vel istim redosledom pomocu multikanalne

pipete.

g) U roku od 15 min absorbanca je o¢itana na 450 nm pomocu ELISA ¢itaca (Asys Expert
Plus UV Microplate Reader, Biochrom, UK; Software: Kim Immunochemical
Processing).

Direktna kompetitivna ELISA se bazira na prepoznavanju saksitoksina od strane
specificnih antitela. Ovaj cijanotoksin se takmici sa saksitoksin konjugatom enzima za
vezivanje sa anti-saksitoksin antitelima u rastvoru. Saksitoksin antitela se vezuju zatim za
drugo antitelo imobilizovano na plo¢i (a,b,c). Nakon ispiranja (d) i dodavanja rastvora
substrata proizvodi se signal u boji (e). Intenzitet plave boje je inverzno proporcionalan sa
koncentracijom saksitoksina u uzorku. Nakon prekidanja reakcije (f) boja se procenjuje

pomocu ELISA ¢itaca (g). Koncentracije u uzorcima se odreduju pomocu standardne krive.

ELISA test je uraden na Veterinarskom Institutu “Novi Sad” u Novom Sadu.
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3.6.5. Tecna hromatografija visokih performansi 1 tecna hromatografija-masena

spektrometrija

Tecna hromatografija visokih performansi (eng. “High-performance liquid
chromatography” HPLC) i teCna hromatografija-masena spektrometrija (eng. “Liquid
chromatography-mass spectrometry” LC-MS) su analiti¢ke hemijske metode za kvantitativnu
I kvalitativhu detekciju odredenih cijanotoksina u uzorcima vode, biomase, suplemenata,

biljnih i ribljih tkiva.

3.6.5.1. Priprema uzoraka

Uzorci vode iz Aleksandrovackog jezera su tretirani ultrasonikator sondom i
filtracijom. Uzorak zapremine 4 mL je uparen u struji azota na 50°C. Suvi ostatak je
resuspendovan u 200 pL vode i is¢iscen filtriranjem. Uzorci su analizirani na HPLC-DAD i
LC-MS/MS u cilju detekcije cijanotoksina mikrocistina (Spoof i sar., 2003; Hautala i sar.,
2012) i cilindrospermopsina (Spoof i sar., 2006; Kokocinski i sar., 2013). Za detekciju
saksitoksina uzorci vode su odmrzavani i zamrzavani, pa razblazeni u 1 mL 80 % acetonitrila
koji sadrzi 0,1 % mravlje kiseline. Ekstrakti su zatim sonifikovani (15 min u sonikatoru i
jedan min sa sonikator sondom-Bandelin Sonopuls HD 2070), centrifugirani (10 min na 10
000 obrtaja/min), filtrirani (Spric filter 0,2 pm GHP Acrodisc 13 mm) i potom ostavljeni u
zamrziva¢ (-20°C), gde je doslo do razdvajanja gornjeg sloja (prvenstveno acetonitril koji se
odbacuje) i donjeg sloja (prvenstveno voda) koji je testiran na rastvorene saksitoksine
(Sayfritz i sar., 2008) pomocu te¢ne hromatografije visokih performansi sa gradenjem jonskih
parova, sa postkolonskom oksidacijom i fluorescentnom detekcijom (HPLC-FLD) (Oshima,
1995, Diener i sar., 2006, van de Riet i sar., 2011). Priprema uzoraka vode Aleksandrovackog
jezera i analize cijanotoksina su izvriene na Katedri za biohemiju, Biosciences/Abo Akademi
Univerziteta u Finskoj.

Analiza vode iz jezera Vrutci kao i vodovodne vode iz Uzica, su radene u referentnoj
Laboratoriji Nacionalnog centra za nau¢ne analize "Demokritos", Atina, Grcka. Metod koji se
koristio u ovoj analizi je raden po standardu Internacionalne Organizacije za Standardizaciju
(ISO 20179-Kvalitet vode-Odredivanje cijanotoksina-Metoda ekstrakcije na cvrstoj fazi
(solid-phase extraction SPE) i te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) sa

ultraljubicastom (UV) detekcijom).
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Priprema uzoraka vode je vrsena filtriranjem (0,45 um) i koncentrovanjem pomocu

SPE kertridza (HLB Oasis 6¢cc 200 mg):

o Kondicioniranje sa 6 mL 100 % metanola (MeOH)

o Propustanje uzorka kroz kertridz

o Ispiranje kertridza sa 4 mL 20 % metanola/H20 20/80

o SuSenje kertridza 10 min

o Ispiranje kertridza sa 6 mL metanola (0,1 % mravlje kiseline u metanolu)

o Sakupljanje eluenta

e Uparavanje eluenta u struji azota na 40°C

e Rastvaranje u 20 % metanola/H.O

e Filtriranje kroz $pric filter (Millex PVDF Durapore-GF 13 mm 0,22 pm)

Biomasa iz rezervoara Vrutci je pripremljena tako $to su uzeta dva uzorka od po 2
mL, a u jedan od uzoraka je dodato 6 mL metanola. Uzorci su sonifikovani 10 min
(Ultrazvu¢no kupatilo High Powered Ultrasonic Cleaner, Sper Scientific 100004), a zatim
centrifugirani na 3 000 obrtaja/min u trajanju od 15 min (IEC Centra CL3). Supernatant je
pomocu $prica propusten kroz filter (Membrane Solutions najlonski filter za Spric pre¢nika 25
mm, 0,22 um) (Sema 3). Sakupljeni eluent je uparen u struji azota na 40°C i zatim je suvi
ostatak rastvoren u 20 % metanolu. Na kraju je izvrSena Spric filtracija dobijenog rastvora.
Uzet je 1 mL pripremljenog uzorka za LC-MS/MS analizu koja je radena u Laboratoriji

Anahem, Beograd.

Sli¢no su pripremljeni suplementi na bazi spiruline. Uzeto je po pet tableta iz oba
pakovanja 1 izmrvljeno, a od toga je koriS¢eno 10 mg uzorka u koje je dodat 1 mL 75 %
metanola. IzvrSena je sonikacija (10 min), pa centrifugiranje 10 000 obrtaja/min 5 min
(Heraeus Biofuge 13 Sepatech), a supernatant je pomocu Sprica propusten kroz filter
(Membrane Solutions najlonski filter za $pric pre¢nika 25 mm, 0,22 um) (Sema 3). Zatim je
sprovedena evaporacija i filtracija. Uzet je 1 mL dobijenog uzorka za LC-MS/MS analizu

koja je radena u Laboratoriji Anahem Beograd.
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Sema 3. Priprema uzoraka vode, biomase i suplemenata za LC-MS/MS
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Priprema liofilizovanog tkiva (mesa i ¢itave ribe, listova i plodova biljke) vrsena je

prema sledecoj proceduri (Sema 4):

Na 100-500 mg tkiva dodato je 3 mL 100 % metanola
Sonikacija je vrSena cetiri puta 30 min (Sonorex Bandelin RK 156)
Centrifugiranje 10 min na 6000 obrtaja/min (CompactStar CS4 VWR)
Sakupljanje supernatanta
Dodavanje 6 mL heksana u uzorak radi ekstrakcije lipida
Mesanje uzoraka 15 min na Sejkeru (Heidolph multi reax)
Uklanjanje lipidnog sloja i heksana staklenom pasterovom pipetom
Evaporacija uzorka
Dodavanje 5 mL 10 % metanola
Sonikacija 15 min
Propustanje kroz kertridz (OASIS HLB Cartridge, 200 mg)
o aktivacija sa 100 % metanolom i MQ Water
o propustanje uzorka kap po kap
o ispiranje sa MQ Water
o suSenje 2 min
o ispiranje sa 3 mL 100 % metanola
o sakupljanje eluenta
Evaporacija eluenta
Rastvaranje sa 200 pL 75 % metanola
Mesanje na vorteksu (VORTEX genie 2 Scientific Industries) 30 sek do 1 min
Prebacivanje uzoraka pasterovom pipetom u Spriceve sa filterom (0,2 pum GHP
ACRODISC 13 PALL)
Filtriranje uzoraka u inserte
Centrifugiranje 10 min na 10 000 obrtaja/min (Ole Dich instrumentmakers ApS)
Razblazivanje sa 75 % metanolom u odnosu 1:10
Prebacivanje 100 pL uzorka u vial za LC-MS/MS koji je raden na Katedri za

biohemiju, Biosciences/Abo Akademi Univerziteta u Finskoj
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Sema 4. Priprema uzoraka tkiva ribe i biljke za LC-MS/MS
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U cilju provere metode na samom pocetku vrSeno je kontrolno prskanje svakog
uzorka sa toksinima poznate koncentracije i njihova dalja priprema je tekla na isti prethodno
naveden nacin. Naime, ovaj korak je bitan za interpretaciju i validaciju rezultata, odnosno za
procenu povezanosti signala i koncentracije. U prirodnim uzorcima je potrebno ispitati efekat
matriksa i proceniti recovery (istinitost) nakon ekstrakcije. Recovery je procenat izracunat na
osnovu koncentracija toksina u prskanom prirodnom uzorku koji je bio negativan (ukoliko je
bio pozitivan samo se od vrednosti ovog kontrolnog prskanog uzorka oduzme vrednost istog
uzorka koji nije prskan) koja se pomnozi sa masom uzorka i zatim podeli prskanim
volumenom toksina i pomnozi sa 100. U ovom slucaju dobijene vrednosti su bile o¢ekivane,

a navedene su u rezultatima.
3.6.5.2. Postupak

Za identifikaciju i kvantifikaciju mikrocistina MC-LR, MC-RR, MC-YR i njihovih
demetilovanih strukturnih varijanti u vodi, biomasi i suplementima u Laboratoriji Anahem u
Beogradu, kori$¢en je Thermo Surveyor te¢ni hromatograf sa detektorom Thermo Finnigan
Quantum triplequadrupole (QgQ) tandem-masenim spektrometrom (Slika 11). LC-MS/MS
(Liquidchromatography tandem mass spectrometry, tj. Tecna hromatografija sa tandemnom
\ masenom (masenom-masenom) spektrometrijom) se
sastoji od kvaternerne pumpe, autosemplera i
termostatirane kolone odrzavane na 40°C. Za
identifikaciju 1 kvantifikaciju traZzenih mikrocistina se
koristio Xcalibur 2.0.7. softver. Za odvajanje
mikrocistina se koristila reverzno-fazna kolona
(Phenomenex Synergy Fusion RP C18), dimenzija 50
mm X 2 mm (unutra$nji precnik), sa predkolonom
Phenomenex C8, dimenzija 4 mm x 2 mm (unutra$nji
precnik). Mobilnu fazu su ¢inili 0,1 % rastvor mravlje

. ¥ Kiseline (MQ Water-ultracista voda) (rastvara¢ A)i 0,1

% rastvor mravlje kiseline u acetonitrilu (rastvarac¢ B).

Slika 11. Tecni hromatograf, Laboratorija Anahem u Beogradu
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Instrument na Katedri za biohemiju, Biosciences/Abo Akademi Univerziteta u Finskoj
se sastoji od teCnog hromatografa Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies) kuplovanog
sa masenim spektrometrom sa elektrosprej-jonizacijom i trostrukim kvadrupolom Agilent
6460 (Agilent Technologies). Za razdvajanje je koriS¢ena Ascentis C18 kolona (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) dimenzija 50 mm x 3 mm LD. sa 3 um cesticama, zaSti¢ena C8
kolonom 4 mm x 2 mm, i temperirana na 40°C. Komponente su eluirane u gradijentnom
modu: 0 min 25 % B, 5-6 min 70 % B, gde su komponente mobilne faze: A=voda sa 1
% acetonitrilomi 0,1 % mravljom kiselinom, a B=acetonitrilsa 0,1 % mravljom
kiselinom (Fluka, Buchs, Svajcarska). Protok mobilne faze bio je 0,5 mL/min, injekcioni
interval je bio 10 min, zapremina injekcije 5 uL, a temperatura kolone je odrzavana na 40°C.
Parametri jonskog izvora bili su: temperatura gasa za suSenje 225°C, protok gasa za suSenje
11 L/min, pritisak nebulajzera 40 psi, napon na kapilari 4,0 kV, pozitivni polaritet.
Komponente su detektovane u MRM modu, pri ¢emu je za sve mikrocistine prac¢ena
tranzicija u jon m/z 135, pri kolizionoj energiji od 36 V za dm-MC-YR i MC-YR, 40 V za
dm-MC-RR i MC-RR, i 60 V za preostale varijante mikrocistina. Joni prekursori dati su u
Tabeli 9:

Tabela 9. Joni prekursori za trazene mikrocistine

Jon m/z

[dm-MC-RR+2H]* 512,8
[dmMMC-YR+2H]? 516,3
[MC-RR+2H] % 519,8
[MC-YR+2H]?* 523,3
[dmMC-LR+H]* 981,5
[MC-LF+H]* 986,5
[MC-LR+H]* 995,5
[MC-LY+H]* 1002,5
[MC-LW+H]* 1025,5

Obrada podataka je uradena sa MassHunter Quantitative Data Analysis Software
(Agilent Technologies). Za uzorake tkiva je izracunata koli¢ina mikrocistina izrazena kao ng
varijante toksina po mg tkiva.

Pri analiziranju hromatograma potrebni su standardi cijanotoksina. Analizirano je
prisustvo slede¢ih varijanti mikrocistina: MC-LR, dmMC-LR, MC-RR, dmMC-RR, MC-YR,
dmMC-YR, MC-LY, MC-LW i MC-LF. Standardi ovih toksina su dobijeni iz dva
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cijanobakterijska ekstrakta Microcystis NIES-107 (deponovan u Nacionalnom institutu za
studije zivotne sredine, Tsukuba, Japan) i to: dmMMC-RR, MC-RR, dmMC-YR, MC-YR,
dmMC-LR i MC-LR (Prilog I). Dok su iz ekstrakta Microcystis PCC 7820 (Pasterov Institut,
Pariz, Francuska) dobijeni MC-LR, dmMC-LR, MC-LY, MC-LW i MC-LF (Prilog II).
Ekstrakcija 1 purifikacija mikrocistina je uradena prema Meriluoto i Spoof (2005; 2005a).
Ekstrakti su rastvoreni u 75 % metanolu, razblazeni do odgovarajucih koncentracija potrebnih
za analize.

Uzorci vode iz Aleksandrovackog jezera su pored mikrocistina analiziranih sa LC-
MS/MS (Spoof i sar., 2003; Hautala et al., 2012) analizirani i na cilindrospermopsin sa
HPLC-DAD i LC-MS/MS (Spoof i sar., 2006; Kokocinski i sar., 2013) u laboratoriji u
Finskoj. ldentifikacija cilindrospermopsina u uzorcima je vrSena na 0Snovu retencionog
vremena (2,09 minuta standardnog cilindrospermopsina) i UV spektra (200-300 nm sa
apsorpcionim maksimumom na 262 nm) ¢istog cilindrospermopsina (12,5 uM CRM-CYN,
NRC-IMB, Halifax, Kanada). LC-MS/MS ispitivanja su izvedena na Agilent Technologies
(Waldbronn, Nemacka) 1200 Rapid Rezolucija (RR) LC povezane sa Bruker Daltonics HCT
Ultra lon trap MS (Bremen, Nemacka) sa elektosprej izvorom (ESI). Za analize mikrocistina
koristili su se isti LC-MS/MS instrumenti kao i za analize cilindrospermopsina. Referentni
uzorak za identifikaciju izabranih mikrocistina bio je ekstrakt Microcystis wesenbergii NIES-
107.

Pored ova dva pomenuta cijanotoksina analizirano je i prisustvo saksitoksina u
uzorcima vode iz Aleksandrovackog jezera, pomocu Merck Hitachi LaChrom HPLC-sistema
(Tokijo, Japan) koji se sastoji od kvaternarne pumpe (L-7100), autosamplera (L-7200) i
termostatiranog odeljka za kolonu (L-7360). Za odvajanje saksitoksina koris¢ena je Waters
Xbridge C18, 3,5um, 150 mm x 3 mm I.D. kolona (Milford, MA, USA) na 40°C. Mobilna
faza se sastojala od rastvaraca A (6 mM oktansulfonske kiseline, 6 mM heptansulfonske
kiseline, 40 mM amonium-fosfata, 20 % fosforne kiseline, 1 % tetrahidrofurana, pH 7) i B (7
mM oktansulfonske kiseline, 7 mM heptansulfonske kiseline, 48 mM amonium-fosfata, 20 %
fosforne kiseline, 10 % acetonitrila, 1 % tetrahidrofurana). Analiti su eluirani u slede¢em
rezimu: od 0 do 6 min 100 % A, od 7,5 do 32 min 100 % B, od 33 min do 45 min 100 % A,
sa protokom 0,55 mL/min. Post-kolonska oksidacija je radena na PTFE reakcionoj petlji (15
m x 0,3 mm 1.D.), na 60°C, sa 5 mM perjodne kiseline i 275 mM amonijaka u vodi, sa
protokom 0,3 mL/min. pH je redukovana do kisele sa 0,38 mM azotne kiseline, sa protokom
0,4 mL/min i oksidovani derivati su detektovani florescentnim detektorom na Aex 330 nm,

Aem 395 nm. Referentni materijal za saksitoksin je dobijen iz NRC-IMB, Halifax, Kanada.
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3.6.6. Histoloski preparati

Uzorci tkiva ribe Cyprinus carpio (jetre, bubrega, Skrga, creva i miSica) iz cvetajuéih
ribnjaka i kontrolnih jezera fiksirani u formalinu, obradeni su standardnom histoloskom
metodologijom. Uzorci su dehidrirani u rastucoj seriji etanola i prosvetljeni u ksilolu, zatim
ukalupljeni u parafinske blokove. Trake debljine 5 um su iseCene na mikrotomu, a zatim
postavljane na mikroskopske plocice oblozene albuminom. Preparati tkiva su bojeni
standardnom hematoksilin-eozin tehnikom bojenja (H&E). Preseci su posmatrani svetlosnim
mikroskopom Primo Star (Carl Zeiss, Heidenheim, Germany) i fotografisani digitalnom
kamerom AxioCam MRc 5 (Carl Zeiss, Heidenheim, Germany).

Analize su radene na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matemati¢kog

fakulteta.

3.6.7. Biohemijske analize u cilju procene reakcija biljaka na mikrocistine

Ekstrakti svezeg biljnog materijala, lista i ploda za biohemijske analize dobijeni su
homogenizacijom 1 g svezeg biljnog materijala u avanu sa 10 mL 0,1 M KH2POg4 pufera (pH
7). Homogenat je prenet u plasticnu epruvetu i ostavljen na ledu. Dobijeni ekstrakti su
centrifugirani na 2 500 obrtaja/min 15 min. Supernatant je koris¢en u daljim analizama.

Ekstrakti suvog biljnog materijala, lista i ploda dobijeni su prelivanjem 0,2 g
samlevenog suvog biljnog materijala organskim rastvara¢ima (1/50, w/v) i to 70 %
metanolom za odredivanje ukupnih flavonoida ili 70 % acetonom za odredivanje ukupnih
fenola i antioksidantne testove (DPPH-, NBT- i ‘OH-test).

Komponente antioksidantnog sistema odredene su spektrofotometrijskim metodama
pomoc¢u UV/VIS spektrofotometra Evolution 220 (Thermo Scientific, San Jose, USA).

Biohemijske analize na uzorcima eksperimentalne biljke su radene u Laboratoriji
predmeta Biohemija biljaka, Departman za ratarstvo i povrtarstvo, Poljoprivredni fakultet,

Univerzitet u Novom Sadu.
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3.6.7.1. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Intenzitet lipidne peroksidacije odreduje se na osnovu sadrzaja malondialdehida
(MDA), jednog od krajnjih proizvoda razgradnje membranskih lipida u ¢elijama,
ekstrahovanog iz svezeg biljnog materijala pomocu smese tiobarbiturne kiseline (TBA) i
trihlorsiréetne kiseline (TCA) (Moon i Shibamoto, 2009). Sadrzaj MDA odreden je u
uzorcima u odnosu na slepu probu. Uzorak je ¢inilo 0,5 mL ekstrakta svezeg biljnog
materijala i 4,5 mL rastvora za ekstrakciju MDA (20 % TCA i 0,5 % TBA), a slepu probu je
predstavljalo 5 mL rastvora za ekstrakciju MDA. Reakcione smesSe su zagrevane 30 min na
95°C u vodenom kupatilu, ohladene i centrifugirane na 1 500 obrtaja/min 10 min. U
dobijenom supernatantu sadrzaj MDA je ocCitan spektrofotometrijski na A=532 nm. Intenzitet
lipidne peroksidacije izrazen je brojem nmol MDA ekvivalenata po g svezeg biljnog

materijala

3.6.7.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Koli¢ina ukupnih fenola odredena je po metodi Folin-Ciocalteu (Makkar, 2003). U
epruvete je stavljeno 8,4 mL H»0, 0,5 mL 33 % rastvora Folin-Ciocalteu i 0,1 mL acetonskog
ekstrakta (osim u slepu probu). Rastvori su promuckani i posle 3-6 min dodat je 1 mL 20 %
Na,COs. Nakon 1 h ocitana je apsorbanca na A=720 nm. Izraunavanje je vr$eno iz
kalibracione krive na osnovu zavisnosti apsorbance i standarda galne kiseline (GA) razli¢itih
koncentracija. Rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata galne kiseline po g suve mase biljnog

materijala.

3.6.7.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Flavonoidi sa metalnim jonima grade odgovaraju¢e metalo-komplekse, kao Al-
kompleks koji se vezuje za ukupne flavonoide, i odreduju se po Pekal i Pyrzynska metodi
(2014). Uzorak je ¢inilo 2,5 mL metanolnog ekstrakta suvog biljnog materijala, 0,5 mL H2O i
1,25 mL rastvora AICI3 (osim u slepoj probi gde se stavlja H.O). Nakon meSanja i
centrifugiranja na 1 960 obrtaja/min 15 min, apsorbanca je olitana na A=430 nm.
IzraCunavanje je vrseno iz kalibracione krive na osnovu zavisnosti apsorbance i razli¢itih
koncentracija standarda rutina. Koli¢ina ukupnih flavonoida izrazena je u mg rutina po g suve

mase biljnog materijala.
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3.6.7.4. Antioksidantni testovi

DPPH — test

Ukupna ne-enzimska aktivnost biljnog ekstrakta odredena je po metodi Panda (2012)
koja se zasniva na razlici u aktivnosti uklanjanja 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikala (DPPH-
radikal) izmedu slepe probe i uzorka. Suvi biljni materijal (0,4 g) je usitnjen i homogenizovan
u rashladenom (4°C) avanu sa 4 mL apsolutnog etanola. Posle centrifugiranja, u 0,5 mL
supernatanta (u slepu probu umesto uzorka dodato je 0,5 mL apsolutnog etanola) dodato je
0,25 mL DPPH etanolnog rastvora i 1,25 mL apsolutnog etanola. Nakon 30 min oditana je
apsorbanca na A=517 nm. Antioksidantna aktivnost u DPPH-testu izrazena je kao %

neutralisanih DPPH-radikala.

NBT-test

Sposobnost ekstrakta da neutraliSe superoksid-anjon (O27) odredena je po metodi
Panda (2012) koja se =zasniva na sposobnosti inhibicije fotohemijske redukcije
nitroblutetrazolijum hlorida (NBT). Reakcioni medijum se sastoji od 50 mM KH2PQO4 pufera
(pH 7,8), 75 uM NBT, 13 mM L-metionin, 0,1 mM EDTA, 2 uM riboflavin i 0,5 mL
ekstrakta suvog biljnog materijala (odnosno, H20 u slepoj probi). Epruvete sa reakcionim
smesama bile su izlozene 15 min fluorescentnoj lampi od 18 W, pa su 15 min drzane u tami |
onda su oc€itane apsorbance u uzorcima i slepoj probi na A=560 nm. Antioksidantna aktivnost

u NBT-testu izrazena je kao % inhibicije NBT redukcije.

‘OH-test

Sposobnost ekstrakta da neutralie hidroksil-radikal (OH) odredena je po metodi
Sanchez-Moreno (2002) na osnovu reakcije inhibicije degradacije deoksiriboze. U reakcioni
medijum (0,1 mL 0,015 % H202, 0,1 mL 10 mM FeSOs, 0,1 mL 0,05 M 2-deoksi-D-riboze i
2,7 mL 0,1 M KH2POg4 pufera pH 7,0) dodat je 0,1 mL ekstrakta suvog biljnog materijala. U
korekciju je umesto 2-deoksi-D-riboze dodato 0,1 mL 0,1 M KH2PO4 pufera (pH 7,0), a u
kontrolu umesto uzorka je dodato 0,1 mL ekstrakcionog sredstva. Posle 60 min inkubacije na
37°C, u sve probe dodato je po 0,2 mL 0,1 M EDTA i 2 mL TBA reagensa (20 % TCA 10,5

% TBA). Nakon inkubacije 10 min na 100°C u vodenom kupatilu, uzorci su ohladeni i
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spektrofotometrijski o¢itani na A=532 nm. Antioksidantna aktivnost u "OH-testu izrazena je
kao % inhibicije ‘OH-radikala.

3.6.7.5. Statisticka obrada podataka
Za statisticku obradu podataka koris¢en je program STATISTICA for Windows
version 11.0. Izraunati su pokazatelji varijabilnosti: srednja vrednost, greska srednje

vrednosti i koeficijent varijacije. Za testiranje razlicitosti sredina koris¢en je Duncan test
(P<0,05).
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4. REZULTATI

4.1. Cvetanje cijanobakterija u akumulacijama za vodosnabdevanije |

incidence nekih kancera u Srbiji-analiza epidemioloskih podataka

Pojava cvetanja cijanobakterija u akumulacijama za vodosnabdevanje je ¢est problem
u Centralnoj Srbiji 1 neki okruzi su vise izlozeni od drugih. Na Slici 12 su prikazani okruzi
(Sumadijski, Topli¢ki, Nisavski, Rasinski i Zajedarski) koji se snabdevaju vodom iz rezervora
sa perzistentnim cvetanjem cijanobakterija, zatim ostali okruzi Centralne Srbije koji nisu
imali ove probleme do 2014. godine, kao i Vojvodina koja se moZe posmatrati kao kontrolni

region jer se snabdeva podzemnim vodama.

Vojvodina- kontrolni region
U Okruzi sa necvetajucim rezervarima
I Okruzi sa cvetajucim rezervarima

Slika 12: Mapa Srbije sa naznacenim okruzima koji se snabdevaju vodom iz
rezervoara koji su cvetali do 2014. godine (Sumadijski, Toplicki, NiSavski, Rasinski i
Zajecarski).
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4.1.1. Primarni kancer jetre i faktori rizika

U cilju ispitivanja moguce povezanosti pojave cvetanja cijanobakterija u
akumulacijama za vodosnabdevanje i povecane incidence primarnog kancera jetre, analizirani
su epidemioloski podaci u periodu od 1999. do 2008. godine. Dobijene su sledece incidence

primarnog kancera jetre po okruzima u Centralnoj Srbiji (Graf. 1):

35
30

Okruzi

Grafikon 1. Ucestalost primarnog kancera jetre po okruzima Centralne Srbije u

periodu od 1999. do 2008. godine

Najveca prosecna ucestalost primarnog kancera jetre je uoc¢ena u NiSavskom (31,4),
Toplickom (27,3) i Sumadijskom (22,1) okrugu gde se javlja cvetanje cijanobakterija u
rezervoarima za vodosnabdevanje, $to je prikazano na Slici 13. Prose¢na incidenca primarnog
kancera jetre za ova tri okruga je iznosila 27, dok je u preostalim okruzima Centralne Srbije
skoro duplo niza (14), a u Vojvodini incidenca ovog kancera (7,2) je skoro Cetiri puta niza u
poredenju sa kriticnim okruzima.

lako je cvetanje zabeleZeno u akumulacijama (Celije i Grliska) za vodosnabdevanje
Rasinskog i ZajeCarskog okruga, incidence primarnog kancera u ovim okruzima su bile
najniZe tokom desetogodis$njeg perioda (6 odnosno 9), u slucaju Rasinskog okruga ¢ak i nize
od Vojvodine. Ovi vodovodi u Krusevcu i Zajecaru koji koriste ozonizaciju su naznaceni

strelicama na Slici 13.
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Legenda:
incidence
7,2
14
. 5~

Slika 13. Okruzi u Centralnoj Srbiji sa povecanom incidencom primarnog kancera jetre
(tamnije) za period od 1999. do 2008. godine; Rezervoari u kojima cvetaju cijanobakterije
(prikazani tackama-1. Gruza, 2. GrosSnica, 3. Grliska, 4. Brestovac, 5. Garasi, 6. Bovan, 7.

Pridvorica, 8. Celije, 9. Krajkovac); Tacke naznacene strelicama-8. i 3. su vodovodi u

Krusevcu i Zajecaru koji koriste ozonizaciju.

Uporedni odnos incidenci primarnog kancera jetre po godinama (od 1999. do 2008.) u
tri kriti¢na okruga (NiSavski, Toplicki i Sumadijski) i preostalim okruzima Centralne Srbije,
kao i u kontrolnom regionu Vojvodini (snabdevanje podzemnim vodama) je prikazan na
Grafikonu 2. Moze se uociti da su tokom svih proucavanih godina incidence primarnog
kancera jetre bile najvise u tri kriticna okruga, zatim u preostalim okruzima Centralne Srbije,

a najnize su bile u Vojvodini.
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Incidence

Vojvodina
m 3 Okiuga

B Centralna Srbija

Grafikon 2. Incidence primarnog kancera jetre u Vojvodini, tri kriticna i preostalim okruzima

Centralne Srbije

U cilju ispitivanja uloge drugih rizi¢nih faktora, ciroze, HBV 1 HCV u ucestalosti

primarnog kancera jetre, analizirani su podaci o smrtnosti od ciroze jetre i ucestalost infekcija

HBV i HCV u periodu od 1999. do 2008. u Centralnoj Srbiji. Poredenjem srednjih vrednosti

incidenci primarnog kancera jetre, HBV, HCV i mortaliteta ciroze jetre, uofeno je da tri

kriti¢na okruga (Sumadijski, Nisavski i Topli¢ki) sa najve¢om incidencom primarnog kancera

jetre, imaju prosecne vrednosti za mortalitet ciroze jetre (Graf. 3) i niske incidence HCV

(Graf. 4) i HBV (Graf. 5).
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Grafikon 3. Mortalitet ciroze jetre u Srbiji od 1999. do 2008.
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Grafikon 4. Incidenca HCV u Srbiji od 1999. do 2008.
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Grafikon 5. Incidenca HBV u Srbiji od 1999. do 2008.

4.1.2. Epidemioloski podaci drugih kancera

Pored primarnog kancera jetre, tokom istog perioda od 1999. do 2008, godine po
okruzima Centralne Srbije analizirano je i poredeno jos 12 kancera: mozga (Graf. 6), bronhija
i plu¢a (Graf. 7), srca, medijastinuma i pluéne maramice (Graf. 8), jajnika (Graf. 9), testisa
(Graf. 10), bubrega (Graf. 11), Zeluca (Graf. 12), tankog creva (Graf. 13), kolorektuma (Graf.
14), retroperitoneuma i peritoneuma (Graf. 15), leukemije (Graf. 16), kao i maligni melanom
koze (Graf. 17).
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Incidence kancera mozga u posmatranom periodu su bile najveée u Sumadijskom
okrugu (31,82), takode su bile povecane u NiSavskom (25,66), a neSto nize u Toplickom
okrugu (20,18). Od ostalih okruga istice se i Branicevski (28,04) sa visokom incidencom

ovog kancera.

35.00
30.00
25.00

D
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S
515.00
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Grafikon 6. Incidence kancera mozga (K1) u periodu od 10 godina po okruzima Centralne
Srbije

Sumadijski (140,68), Nisavski (133,93) i Toplicki (114,53) okrug su imali srednje
visoku incidencu kancera bronhija i plu¢a, dok su najviSe incidence zabelezene u
Beogradskom (161,57), Kolubarskom (146,84) i Rasinskom okrugu (145,93) Centralne
Srbije.

Incidence

Grafikon 7. Incidence kancera bronhija i pluc¢a (K2) tokom 10 godina po okruzima Centralne
Srbije
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Incidence kancera srca, medijastinuma i pluéne maramice su bile najvete u

Sumadijskom okrugu (4,3), a povisene su bile i u Nisavskom (2,87), a niske u Toplickom

okrugu (1,19). Od drugih okruga Centralne Srbije visoke incidence ovog kancera imali su
Podunavski (3,99), Branicevski (3,4) i Zlatiborski okrug (2,72).
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Grafikon 8. Incidence kancera srca, medijastinuma i pluéne maramice (Ks) u periodu od 10

godina po okruzima Centralne Srbije

Najvise incidence kancera jajnika su zabeleZene u Sumadijskom (20,48) i Nisavskom

okrugu (20,29), a visoke incidence su bile i u tre¢em kritiénom okrugu (Toplicki 16,84), vise

incidence od njega su samo imali Zajecarski (19,97) 1 Beogradski okrug (19,04).
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Grafikon 9. Incidence kancera jajnika (Ks) u periodu od 10 godina po okruzima Centralne

Srbije

90



Rezultati

Najvisa incidenca kancera testisa je u posmatranom periodu bila u NiSavskom okrugu
(6,95), zatim slede Kolubarski (6,70), Beogradski (6,47) i Sumadijski (6,22). Topli¢ki okrug
(5,36) se takode ubraja u one sa visSom incidencom ovog kancera medu okruzima Centralne
Srbije.

Incidence

Grafikon 10. Incidence kancera testisa (Ks) u periodu od 10 godina po okruzima Centralne
Srbije

Srednje incidence kancera bubrega (bez bubrezne karlice), su uo¢ene u posmatrana tri
kriti¢na okruga Centralne Srbije (Sumadijski 17,73, Nisavski 14,63 i Toplicki 11,75). Medu
okruzima, najveée incidenece ovog kancera su zabelezene u Moravickom (19,46),

Beogradskom (19,26) i Kolubarskom okrugu (18,28).
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Grafikon 11. Incidence kancera bubrega (Ke) u periodu od 10 godina po okruzima Centralne
Srbije
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Toplicki okrug (55,83) je u ovom periodu imao najviSu incidencu kancera Zeluca,

zatim sledi Kolubarski (43,90), pa Nisavski okrug (42,34), dok Sumadijski okrug (36,53)

spada u one sa srednjom vrednosti incidence ovog kancera.
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Grafikon 12. Incidence kancera zeluca (K7) u periodu od 10 godina po okruzima Centralne

Srbije

Sto se incidenci kancera tankog creva tice, u kriticnim okruzima su zabeleZene

srednje vrednosti (Nisavski 1,99, Sumadijski 1,86 i Toplic¢ki 1,74), dok su visoke imali
Borski (5,06), Zlatiborski (4,08) i Rasinski okrug (3,94), u odnosu na preostale okruge

Centralne Srbije.
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Grafikon 13. Incidence kancera tankog creva (Ks) u periodu od 10 godina po okruzima

Centralne Srbije
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Rezultati

Incidence kancera kolorektuma su bile najvise u Beogradskom okrugu (120,77), a
zatim slede Sumadijski (108,98), Zajecarski (108,75), Kolubarski (102,67) i Nisavski okrug
(102,60). Toplicki okrug (81,69) je imao srednje vrednosti incidence za ovaj kancer u

posmatranom periodu.

140.00
120.00
100.00
80.00
60.00
40.00
20.00
0.00

Incidence

Grafikon 14. Incidence kancera kolorektuma (Ko) tokom 10 godina po okruzima Centralne
Srbije

U slucaju kancera retroperitoneuma i peritoneuma, sva tri kriticna okruga (NiSavski
3,45, Toplicki 3,38 i Sumadijski 3,12) su imali najvise incidence medu okruzima Centralne

Srbije u ispitivanom periodu od 1999. do 2008. godine.
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Grafikon 15. Incidence kancera retroperitoneuma i peritoneuma (Kio) u periodu od 10

godina po okruzima Centralne Srbije
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Rezultati

Srednje incidence leukemije za desetogodi$nji period su bile najvise u Sumadijskom
okrugu (28,1), pa slede: Moravicki (23,9), Kolubarski (21), Nisavski (19,5), Beogradski
(18,9), Macvanski (17,7) i Toplicki okrug (17,1).
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Grafikon 16. Incidence leukemije (K11) u periodu od 10 godina po okruzima Centralne Srbije

Melanom koze u Centralnoj Srbiji u toku 10 godina je imao najviSe incidence u
Sumadijskom (19,93), Nisavskom (17,68), Beogradskom (17,59), Kolubarskom (15,25) i
Toplickom okrugu (14,23).
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Grafikon 17. Incidence malignog melanoma koze (K12) u periodu od 10 godina po okruzima

Centralne Srbije
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rezultati za okruge i kancere dati su u Tabeli 10.

U analizi incidenci svih posmatranih kancera kori$¢en je skoring sistem i ukupni

Tabela 10. Ukupni bodovi za okruge i kancere u Centralnoj Srbiji

kancer/

okrug O1|02|03| 04| 05| 06 | 07 | 08| 09 | 010 | O11 | O12 | 013 | O14 | 015 | O16 | O17
Ky —1|-1|01]0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 0
K, -1 |-1]| 0| -1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 -1 1
Ks 0 0] 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2 0 0
K4 -1 0| o0 0 0 0 0 0 1 -1 0 -1 0 1 1 1
Ks 0 0] 0 0 0 |—1| 0 | -1 2 |-=1]|0o0 0 1 0 0 1
Ks —2|-1/101]0 0 | 11 0 0 0 0 0 1 0 1 0 | —1 1
K- 0 2 | 0 0 | 1] o0 0 0 0| 1| O 0 1 0 0 0
Ks 0010 1 0 1 0 0 0 2 | 1| 0 0 0 0 0
Ko -1|-1| 0] 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1
Ko |-1] 0] 21]0]-1]0 0 0 0 1 | 1| 1] o0 0 1 0 0
Ku 1|00} 0 0 0 0 -1 | 1 0 0 1 0 0 2 0 0
Kiz 1] 0|01 0 0 0 0 0 | —1 1 | 4 0 0 0 1 0 1
Kis olof1|o0o|-1]0 0 0 0 2 0 | 1| 0 0 0 | -1 o0

SCOR | 9| 4|4 |-1] 0| -=2]0 0O |-1|] 8| -3|-1|-1|51]10|-1] 6

Nejveéi SCOR su imali sledeéi okruzi: Sumadijski (10), Nisavski (8), Beogradski (6),
Kolubarski (5) i Toplicki (4), dok su najnizi dobijeni u P¢injskom (-9), Jablanickom (-4) i

Borskom okrugu (-3).

U cilju dalje analize incidenci 13 kancera, okruzi Centralne Srbije su bili podeljeni u

dve grupe:

koriS¢en je t-test. Rezultati su dati u Tabeli 11.

e Prvu statistiCku grupu ¢inila su tri “kriticna” okruga: Toplicki, NiSavski i

Sumadijski okrug, koji imaju problem &estog cvetanja cijanobakterija u

akumulacijama za vodosnabdevanje
(TKO={03, 010, 0O15})

e Drugu statisticku grupu ¢inili su preostali okruzi Centralne Srbije
(CS={01, 02, 04, 05, 06, O7, 08, 09, 011, 012, 013, 014, 016, O17})

Da bi se ispitalo da li postoji razlika u ucestalosti 13 kancera u ove dve grupe,
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Rezultati

Tabela 11. Statisticka razlika u ucestalosti 13 kancera u tri kriticna okruga (TKO) i

preostalim okruzima u Centralnoj Srbiji (CS)

TKO CS
kancer | srednjav. o srednja v. o | tvrednost | p vrednost
K1 25,89 4,20 18,73 4,29 3,77 0,001™"
K2 129,71 13,04 118,15 19,91 1,54 0,142
K3 2,79 1,14 1,71 0,35 2,85 0,011
Ka 19,20 3,58 14,78 1,73 3,52 0,002
Ks 6,18 1,90 4,86 0,64 2,07 0,054"
Ke 14,70 3,49 14,42 2,89 0,20 0,843
Kz 44,90 4,15 34,10 4,56 5,54 0,000
Ks 1,86 0,73 2,09 0,51 -0,82 0,422
Ko 97,76 12,38 80,38 14,05 2,94 0,009
Ko 3,32 1,04 1,63 0,60 4,46 0,000
Ki1 21,56 3,29 13,24 2,68 6,21 0,000
K12 17,28 4,25 9,48 1,37 5,53 0,000
Kis 26,95 5,87 13,97 3,29 6,10 0,000

*p<0,1,**p<0,05,***p<0,01

Statisticki znacajna razlika nije utvrdena za samo tri kancera: bronha i pluca, bubrega

i tankog creva (K2, K6, K8). Za ostalih deset kancera znatno veca ucestalost zabelezena je u

tri kriticna okruga, u poredenju sa preostalim okruzima Centralne Srbije (Graf. 18).
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Grafikon 18. Ucestalost kancera u tri kriticna okruga (TKO) i u preostalim okruzima

Centralne Srbije (CS)

96



Rezultati

Pored dve grupe okruga TKO i CS, tre¢i region, Vojvodina (V) je analiziran u vezi sa
razlikama u ucestalosti pet kancera (mozga, jajnika, testisa, malignog melanoma koze 1 jetre)
tokom perioda od 10 godina. Ovih pet kancera je analizirano jer su ukljucivali identi¢ne
kodove za Centralnu Srbiju i Vojvodinu, dok su za druge kancere uracuniti razli¢iti kodovi u
ova dva regiona. Na primer, dobijeni podaci o leukemijama u Vojvodini obuhvatali su ICD-
10 kodove C91, C92 i C93 koji se odnose na limfoblastne, limfoidne leukemije, mijeloidne
leukemije i monocitne leukemije. Pored navedenih leukemija, druge leukemije odredenih
¢elija (C94) 1 leukemije neodredenog tipa celija su takode bile ukljuene u podatke za
Centralnu Srbiju.

Za svih pet kancera vrednosti su bile najveée u tri kriticna okruga, zatim ostataku
Centralne Srbije, a najmanje u Vojvodini. Rezultati ispitivanja statisticke razlike u ucestalosti

ovih kancera u tri testirane grupe prikazani su u Tabeli 12 i Grafikonu 19.

Tabela 12. Statisticka razlika u ucestalosti pet kancera u Vojvodini (V), tri kriticna

okruga (TKO) i preostalim okruzima u Centralnoj Srbiji (CS)

\% TKO CS
srednja srednja srednja F- p- . .
kancer vrednost | © | wvrednost | © | wvrednost | © | vrednost | vrednost stat. sign. razlika (p<0,05)

K1 6,60 |1,21| 2589 |4,20| 18,73 |4,29| 7597 | 0,000 | V-TKO, V-CS, TKO-CS

K4 863 |[084| 19,20 |3,58| 14,78 |1,73| 51,23 | 0,000 | V-TKO, V-CS, TKO-CS

Ks 252 |064| 618 |190| 486 |064| 2354 |0,0007 | V-TKO, V-CS, TKO-CS

K1 6,17 |0,71| 17,28 | 425 | 948 |1,37| 47,82 | 0,000™ | V-TKO, V-CS, TKO-CS

K1z 724 |223| 2695 |587| 13,97 [329| 59,90 | 0,000 | V-TKO, V-CS, TKO-CS

***p<o'01
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Grafikon 19. Razlika u ucestalosti pet kancera u tri grupe (CS, V, TKO)
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Rezultati

4.2. Cvetanje cijanobakterija u akumulacijama za vodosnabdevanje i

pojava nekih bolesti u Srbiji

U cilju procene potencijalne veze izmedu pojave cvetanja cijanobakterija u
akumulaciji za vodosnabdevanje Vrutci i pojave pojedinih bolesti kod ljudi, analizirani su
epidemioloski podaci o broju obolelih od bolesti sistema za varenje i bolesti koze, kao i

pojedinih kancera (15) kod gradana Uzica.

4.2.1. Epidemiologija bolesti sistema za varenje i koze u UZicu

U Tabeli 13 1 Grafikonu 20 je predstavljen broj registrovanih gradana Uzica sa
bolestima sistema za varenje i bolestima koze i potkoznog tkiva u vremenskom opsegu od
2008. do 2013. godine.

Tabela 13. Bolesti sistema za varenje i koze kod gradana Uzica

(Zavod za javno zdravlje UZice)

Godina Bolesti sistema za varer)je Bolesti koZe i potlfoinog t_:kiva
(K00-K93) Broj obolelih (LO0-L90) Broj obolelih
2008 1373 8 141
2009 833 6 851
2010 725 7711
2011 639 7 556
2012 1258 11 653
2013 1645 10 443

Pregledom podataka koji se odnose na broj obolelih od bolesti sistema za varenje,
primec¢uje se blagi pad broja obolelih od 2008. do 2011. godine, a zatim u 2012. i 2013.
godini belezi se porast broja obolelih UZicana. U 2013. godini registrovano je 1 645 obolelih,
a u prethodnih pet godina (2008.-2012.) prose¢an broj obolelih od bolesti sistema za varenje
je iznosio 966.

Analiziraju¢i pojavu oboljenja koze i potkoZznog tkiva kod gradana UZica, primecuje
se neujednacen trend porasta obolelih uz oscilacije tokom posmatranih godina. Najveci broj
obolelih zabelezen je 2012. godine i iznosio je 11 653, dok je u 2013. godini doslo do pada
broja obolelih na 10 443. Prosecan broj od 2008. do 2012. bio je 8 386 obolelih od bolesti

koze 1 potkoznog tkiva.
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broj obolelih
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Grafikon 20. Broj obolelih od bolesti sistema za varenje, kao i kozZe i potkoznog tkiva

kod gradana UzZica od 2008. do 2013. godine

Poredenjem prose¢ne vrednosti (t-test) obolelih od bolesti koze i podkoznog tkiva

tokom perioda od 2008. do 2012., sa brojem obolelih u 2013. godini utvrdena je statisticki

znacajna razlika na nivou pouzdanosti od 95,0 %.

Manja razlika je zabelezena u slucaju bolesti sistema za varenje, medutim ipak je

postojala statisticki znacajna razlika izmedu broja obolelih tokom 2013. i proseka tokom
prethodnih pet godina (P<0,05) (Tabela 14).

Tabela 14. Statisticka razlika u broju obolelih 2013. i proseka od 2008. do 2012. godine

Srednja
vrednost stand Koeficijent Broj
Bolesti broja devi'aci"a varijacije obolelih tvrednost | p vrednost
obolelih Jac] % 2013
2008-2012
Bolesti
sistema za 965,6 329,2 34,09 1645 -4,614 0,0017
varenje
Bolesti koze i
podkoznog 83824 1886,4 22,50 10 443 -2,442 0,0404
tkiva
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4.2.2. Epidemiologija pojedinih kancera u Uzicu

Sto se ti¢e obolelih od malignih bolesti u UZicu (Tabela 15), isti¢e se veliki broj

obolelih od kancera pluca i dojke. Od 13 maligniteta koji su proucavani u Centralnoj Srbiji, u

Uzicu najvisi je broj obolelih od kancera kolona i1 rektuma, a ostali analizirani kanceri su u

okviru niskih vrednosti (Graf. 21). Tokom ispitivanog perioda od 2002. do 2012. godine

primarni kancer jetre je belezio blag porast od 2007. do 2010. godine, a u poslednje dve

godine broj obolelih je bio maniji.

Tabela 15. Broj obolelih od kancera u Uzicu (Zavod za javno zdravlje UZice)

Broj obolelih od kancera

Kancer 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012
jetra C22 3 0 2 1 0 3 5 7 12 5 8
Zeludac C16 4 5 8 9 9 5 4 14 14 11 12
kolon C18 6 9 5 9 6 5 6 25 25 32 26
rektum C19-20 5 10 4 6 12 8 8 22 18 13 14
pankreas C25 1 2 6 6 4 3 4 13 14 13 17
pluc¢a C34 11 15 13 23 15 25 26 76 66 57 65
bubreg C64 2 4 2 2 1 1 1 3 7 7 3
mokracéna besika C67 9 4 2 4 11 4 11 14 9 10 11
mozak C71 5 4 8 6 8 2 1 7 10 11 14
leukemije C91-95 1 0 0 1 0 0 1 7 3 6 4
dojka C50 15 18 20 18 19 23 30 61 62 27 48
grli¢ materice C53 8 11 3 4 9 3 3 13 10 10 11
materica C54 5 3 2 1 1 4 0 2 3 4 2
ovarijum C56 1 9 1 5 3 4 1 8 8 1 4
prostata C61 3 4 5 1 8 9 3 17 19 13 20
35
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Grafikon 21. Broj obolelih od sedam kancera u Uzicu
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4.3. Anketa o mogucoj vezi pojave cijanobakterija u sistemu za

vodosnabdevanie 1 nekih zdravstvenih problema kod stanovnika grada Uzica

Rezultati ankete sprovedene nakon cvetanja jezera Vrutci, akumulacije koja se koristi
za vodosnabdevanje, o putevima izlaganja cijanobakterijama i cijanotoksinima, kao i
njihovom potencijalnom uticaju na zdravlje Zivotinja 1 gradana UZica, prikazani su graficki 1

tabelarno po anketnim pitanjima.

4.3.1. Pol ispitanika

Od 320 gradana Uzica koji su ucestvovali u anketi, veci broj ispitanika (63 %) je bio
zenskog pola (Graf. 22).

muski
pol
37%

Grafikon 22. Procenat ispitanika Zenskog i muskog pola

4.3.2. Starost ispitanika

Ispitanici su bili od 17 do 83 godina starosti, pri ¢emu je najveci broj bio u trecoj
dekadi Zivota (Graf. 23).
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Grafikon 23. Starost ispitanika

4.3.3. Upotreba vode u toku zabrane kori$¢enja

U toku zabrane koriS¢enja vodovodne vode, od anketiranih ispitanika, ve¢ina nije
koristila vodovodnu vodu za pice (69,3 %), manji broj je to ¢inio povremeno (22 %) 1 jos
manje ispitanika svakodnevno (8,7 %). Oko polovine ispitanika (53,5 %) tada nije koristilo
vodovodnu vodu za spremanje hrane, dok je druga polovina to radila povremeno (27,5 %) ili
svakodnevno (19 %). Za li¢nu higijenu (pranje ruku, zuba, umivanje) 76,7 % ispitanika je
svakodnevno koristilo vodovodnu vodu u toku zabrane, dok je 15,4 % to radilo povremeno, a
7,9 % nikad. Vodovodnu vodu u toku zabrane koris¢enja za tuSiranje svakodnevno je

koristilo 80,4 % ispitanika, a 16 % povremeno i svega 3,6 % nikada (Graf. 24).
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Grafikon 24. Upotreba vodovodne vode u toku zabrane koriséenja prema Anketi
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4.3.4. Promene vodovodne vode u toku zabrane koris¢enja

Nesto manje od polovine (45 %) ispitanika (od 305 koji su odgovorili na ovo pitanje)
je iznelo da je vodovodna voda u toku zabrane koriS¢enja ostala ista, dok je druga polovina
primetila promene organoleptickih svojstava vodovodne vode. Ispitanici su prvenstveno

primetili promenu mirisa (119 ispitanika), pa ukusa (93), a neki su uocili i promenu boje vode
(56) (Graf. 25).
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Grafikon 25. Odgovori na pitanje o promenama karakteristika vodovodne vode tokom

zabrane koriséenja prema Anketi

4.3.5. Konzumacija ribe iz jezera Vrutci

Procenat ispitanika koji u poslednje tri godine nisu konzumirali ribu iz jezera Vrutci
iznosio je 68 %. Sa druge strane, na godiSnjem nivou 17 % ispitanika je konzumiralo ribu iz
ovog jezera. Na mese¢nom nivou se uoCava pad konzumacije, jer se pre decembra 2013.
godine 23 ispitanika hranilo ribom, dok se nakon decembra taj broj smanjio na 7, mada je
broj ispitanika u svakom slucaju bio nizak. Na nedeljnom nivou broj ispitanika koju su
konzumirali ribu je bio i ostao nizak (5). Treba napomenuti da postoji 18 (5,9 %) ispitanika
koji su se tokom poslednjih godina svakodnevno hranili ribom, a njih 5 to jo$ uvek praktikuje

i nakon cvetanja u decembru 2013. godine (Graf. 26).
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Grafikon 26. Upotreba ribe iz jezera Vrutci u ishrani ispitanika prema Anketi

4.3.6. Boravak ispitanika na jezeru Vrutci

Od 309 ispitanika koji su odgovorili na ovo pitanje, njih 41,7 % nikada ne posecuje

jezero Vrutci, isti procenat posecuje jezero sezonski na godiSnjem nivou, 12,9 % na

mesecnom i 3,6 % na nedeljnom nivou (Graf. 27).
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Grafikon 27. Boravak ispitanika na jezeru Vrutci prema Anketi
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4.3.7. Aktivnosti kojim se ispitanici bave na jezeru Vrutci

Od 213 ispitanika, najveci broj je odgovorio da se kupa u jezeru (103 ispitanika) i

provodi vreme pored vode (100), neki se bave pecanjem (40) ili drugim aktivnostima (Graf.

28), kao $to su naveli:

Setnja,
planinarenje,
biciklizam

veslanje

jedan ispitanik je odgovorio da od 2013. ne ide na jezero,

a tri su navela:

“Ni sa ¢im se ne bavim na jezeru, jer to nije mesto za boravak, tu vodu treba piti”
“Ne posecujem jezero Vrutci, apsurd je da se kupaju u vodi koju koristimo za pice”
“Ne idem na jezero, jer mi nikad nije bilo logi¢no da se kupam u jezeru iz kog pijem

vodu!”

arugo N +5

boravakporedvode [N 100
pecanje [N +0

kupanje — 103

Grafikon 28. Aktivnosti kojima se ispitanici bave na jezeru Vrutci prema Anketi

4.3.8. Promene vode jezera Vrutci

Promene u vodi jezera primetilo je 146 ispitanika i to prvenstveno u vidu pojave pene,

previlaka ili nakupina (92 ispitanika), zatim i promene boje vode (74), dok je manji broj

ispitanika (22) osetio neprijatan miris vode jezera (Graf. 29).
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P kupine. — <
nakupine

neprijatan miris
vode - 22

Grafikon 29. Uocene promene vode jezera Vrutci prema Anketi

4.3.9. Kontakt ispitanika sa vodom tokom promena

Od 196 ispitanika koji su odgovorili na ovo pitanje, njih 46 (23 %) su dosli u kontakt
sa vodom tokom pomenutih promena (Graf. 30).

Grafikon 30: Procenat ispitanika koji su dosli u kontakt sa promenama vode u jezeru

Vrutci prema Anketi
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to:

4.3.10. Uginule zivotinje u vodi ili van vode jezera Vrutci

Na jezeru Vrutci od 219 ispitanika, 29 (13 %) je videlo uginule zivotinje (Graf. 31) i

ribu (16 ispitanika),
patke,

pevca,

jastreba,

ovna,

ovcu,

kozu,

kravu,

© o N o g Bk~ w D PE

konja,

=
©

jazavca

Grafikon 31. Procenat ispitanika koji su videli uginule

Zivotinje u vodi ili van vode prema Anketi

4.3.11. Kontakt Zivotinja ispitanika sa vodom iz jezera Vrutci

Na ovo pitanje odgovorilo je 249 ispitanika, od toga 21 odnosno 8 % potvrdno (Graf.

32) inaveli su sledece zivotinje:

o psi (13 ispitanika)

o zec

o ribe u akvarijumu,

o preko vodovodne mreze
za piée, Zivina, kuniéi,

psi, macka

Grafikon 32. Procenat ispitanika Cije su Zivotinje

dosle u kontakt sa vodom iz jezera prema Anketi
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4.3.12. Zdravstveni problemi zivotinja nakon kontakta sa vodom

Zdravstvene probleme Zivotinja nakon kontakta sa vodom potvrdilo je 13 ispitanika
(8 %) (Graf. 33) i navedeni problemi su bili:

e promene na kozi crvenilo, iritacija i kraste (3 ispitanika)

e manja alergija

e Dpol u stomaku

e uginule su (ribe u akvarijumu)

Grafikon 33. Procenat Zivotinja koje Su imale zdravstvene

probleme nakon kontakta sa vodom prema Anketi
4.3.13. Zdravstveni problemi ispitanika u poslednje tri godine

Najces¢i zdravstveni problemi ispitanika u poslednjih par godina su bili: stomacne
tegobe, iritacije koze, ucestale glavobolje 1 iritacije ociju (Graf. 34). Drugi navedeni
zdravstveni problem bili su: vrtoglavica, problemi sa pritiskom, sa mokraénom beSikom,

kancer uterusa, nadutost, alergija krajnika, suv kasalj, povecan broj mladeza, problemi usled
starosti (Tabela 16).
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Drugo

Problemi sa jetrom
Problemi sa bubrezima
Ucestala glavobolja
Groznica

Stomacne tegobe
Iritacija ociju

Iritacija koze

Grafikon 34. Zdravstveni problemi ispitanika u poslednje tri godine prema Anketi

Tabela 16. Navedena oboljenja ispitanika u poslednje tri godine

Iritacije koZe Iritacije Stomacne Groznica Ucestale Problemi Problemi Drugo
(osip, odiju tegobe glavobolje sa sa jetrom
crvenilo) (suzenje, bubrezima
crvenilo)
alergija, proleéna candidau | prehlada, glavobolja, | cistitis, blago alergija na
alergija, alergijana | crevima, temperature, | migrena, kamen, uvecanje krajnicima,
alergija,svrab, | polen, Ceste migrena kamen, jetre, bakterije u
alergijska konjuktivit, | stomaéne kamen, masna mokraénim
reakcija uzrok | od alergije | tegobe, kamen, jetra, kanalima,
nije utvrden iritacije dijareja, karcinom povecane kamen u
Ceste alergije, | ociju dijareja desnog trans- zuénoj kesi,
dermatitis, dijareja, bubrega, aminaze karcinom
ekcem od gorusica, pesak, nepoznatog | materice,
rodenja, helicobakt pesak, uzroka, u nesvestica
nekakvu vrstu er pylori, pesak, novembru nesvestica,
“Suge”, mucnina, pesak, mesecu...a | operacija
neprecizirana nekoliko pesak u to se zutne kese,
"klasi¢na" puta bubrezima | desava povecani
proleéna gréeve i zbog broj
alergija na proliv, trovanja, mladeza,
polen ili nesto od povecani pritisak,
sli¢no, pokvarene enzimi, pritisak,
osipi po kozi corbe, upala pritisak,
od macke, preosetljiv pritisak,
perutanje zeludac, staracke
koze po licu i nadimanje tegobe,
glavi, stomaka suvi kasalj u
pojava osipa trajanju od
po licu, pola godine
promene na
kozi
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4.3.14. Zdravstveni problemi ispitanika od decembra 2013. godine

Najces¢i zdravstveni problemi ispitanika od decembra 2013. su bili sli¢ni: stomacne

tegobe, iritacije koze, ociju i ucestale glavobolje (Graf. 35). Drugi navedeni zdravstveni

problemi bili su (Tabela 17):

problem sa mokra¢nom besikom, pritiskom, vrtoglavica, dugotrajan suv kasalj

Drugo
Problemi sa jetrom
Problemi sa bubrezima
Ucestala glavobolja
Groznica
Stomacne tegobe
Iritacija ociju

Iritacija koze

Grafikon 35. Zdravstveni problemi ispitanika nakon decembra 2013. godine prema
Anketi

Tabela 17. Navedena oboljenja ispitanika nakon decembra 2013. godine

Iritacije Iritacije Stomacne | Groznica | Ucestale Problemi | Problemi Drugo
koze oliju tegobe glavobolje sa sa
(osip, (suzenje, bubrezima | jetrom
crvenilo) | crvenilo)
alergija, konjuktivit, | dijareja, bolovi pesak, blago operacija
alergija, infekcija dijareja, glave, pesak uvecanje zuéne
svrab, kapka mucnina, migrena, jetre, kese,
alergijska preosetljivost migrena upala, kamen u
reakcija na sveze povecane zuénoj
uzrok nije prskano trans- kesi,
utvrden, povrée, aminaze suvi kasalj
ekcemii ponovna AST i u trajanju
svrab, pojava GOT od pola
perutanje kandide godine,
koze po pritisak,
licu i glavi, pospanost,
pojava nesvestica
osipa po
licu
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4.3.15. Zdravstveni problemi ostalih clanova porodice

Najcesc¢i zdravstveni problemi ¢lanova porodice ispitanika su bile stomacne tegobe i
to viSe nakon decembra 2013 (pre 49 i posle 71).

Zatim, Ceste su bile iritacije koze koje su takode bile nesto ucestalije nakon decembra
(41 odnosno 51 ¢lan porodice),

Iritacija ociju je bilo podjednako pre i posle decembra 2013. godine (31).

Ucestale glavobolje (16 pa 24) i groznica (1 pa 4) su bile nesto ¢eS¢e nakon cvetanja,
mada generalno u manjem broju.

Obrnut slucaj je bio kod problema sa bubrezima (25 pa 7) i jetrom (4 pa 3), ali ove
zdravstvene komplikacije su inace sporadi¢ne (Graf. 36).

Sto se drugih zdravstvenih problema ti¢e, navedeni su:

e problem sa pritiskom, venama, prostatom, ¢ir i nesvestica

muposlednje 3 godine  ®Woddecembra 2013

Drugo
Problenu sa jetrom
Problenu sa bubrezima
Ucestala glavobolja
Groznica

Stomacne tegobe
[ritacija ociju

Iritacija koze

Grafikon 36. Zdravstveni problemi ¢lanova porodice ispitanika prema Anketi
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4.4. Cijanotoksini u akumulaciji za vodosnabdevanje grada Uzica

4.4.1. Rezultati toksi¢nosti uzoraka biomase i vode

Artemija test je raden na biomasi iz jezera Vrutci, vodi iz jezera i vodi iz Uzi¢kog

vodovoda. Rezultati testa su prikazani u Tabeli 18.

Tabela 18. Mortalitet racic¢a (%) u uzorcima biomase i vode iz UZica nakon 24 h.

Uzorci biomase i vode Mortalitet nakon 24 h %
Filtrat (biomasa) 94,6
Biomasa-100uL ekstrakta 97,7
Biomasa-75uL ekstrakta 97,7
Biomasa-50pL ekstrakta 94,6
Biomasa-25L ekstrakta 7,4
Biomasa (sonikacija i centrifugiranje) 74,6
Voda jezerol4 m dubine 26,8
Voda jezero 10 m dubine 4,9
Voda jezero 4 m dubine 0
Vodovodna voda 0
Kontrola artemija 54
Kontrola metanol 2,3

Toksi¢nost biomase je testirana na tri nacina, pri ¢emu je nakon 24 h najvecu
toksicnost pokazao intracelularni sadrzaj (97,7 %), koji je zbog izrazite obojenosti i visoke
toksi¢nosti raden u razblaZzenjima, pri ¢emu je samo u 25 YL ekstrakta uo€en znacajan nivo
toksi¢nosti (77,4 %), a u svim preostalima je bila zabelezena vrlo visoka toksi¢nost (94,6-
97,7 %). Takode, ekstracelularna toksi¢nost (filtrat) je bila vrlo visoka (94,6 %). Biomasa
koja je bila pripremljena odmrzavanjem/zamrzavanjem, sonikacijom, centrifugiranjem, bez
filtriranja i ekstrakcije metanolom, imala je znacajan nivo toksi¢nosti (74,6 %), medutim nizi
od toksi¢nosti intracelularne i ekstracelularne komponente jer delimi¢nom pripremom ovog
uzorka nisu oslobodeni svi toksini.

Voda sa razli¢itih dubina jezera je pokazala razli¢it stepen toksi¢nosti, pri ¢emu je
najveci nivo toksi¢nosti konstatovana na dubini od 14 m (26,8 %), nizak na 10 m (4,9 %),
dok na 4 m nije ispoljena toksi¢nost. Takode i vodovodna voda nije ispoljila toksi¢nost na

racice.
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Nakon 24 h mortalitet rac¢ica u kontroli sa metanolom je iznosio 2,3 %, a bez
metanola 5,4 %. Nakon 48 h mortalitet u kontroli bez metanola je bio visi i iznosio je 12 %
kao i sa metanolom 13 %.

Usled viseg morataliteta u kontroli nakon 48 h u uzorcima biomase nakon oduzimanja
kontrole, mortalitet je prividno bio nizi i nivo toksicnosti je bio znacajan. Isto je zabelezeno u
uzorku jezerske vode na dubini od 14 m, dok je na niZim dubinama (10 m i 4 m) i u

vodovodnoj vodi mortalitet bio nizak, odnosno toksi¢nost nije zabelezena ni nakon 48 h.

4.4.2. Rezultati detektovanih mikrocistina u uzorcima vode, biomase i tkiva ribe iz

Uzica

4.4.2.1. Uzorci biomase i vode

LC-MS/MS analiza biomase i vode iz UzZica je pokazala prisustvo mikrocistina u

uzorcima, §to je prikazano u Tabelama 19 i 20.

Tabela 19. Detektovani tipovi mikrocistina u uzorcima (mg/L) biomase iz Uzica

Uzorak dmRR | RR YR dmLR LR LY | LW | LF
biomasa 1
(bez MeOH) | 11694 | - | 0020 | 3690 | 0083 | - | - | -
biomasa 2
(Sa MeOH) 18,492 - 0,036 4,564 - - - -

U biomasi 1 sakupljenoj sa jezera Vrutci u januaru 2014. godine zabeleZeno je
prisustvo nekoliko formi mikrocistina. Najvise je bilo dMMC-RR (11,694 mg/L), zatim
dmMC-LR (3,690 mg/L), MC-LR (0,053 mg/L) i MC-YR (0,020 mg/L). Biomasa 2 je takode
uzorkovana u januaru samo je tokom pripreme bila tretirana sa metanolom. NeSto vece
vrednosti (dmMMC-RR 18,492 mg/L, dmMC-LR 4,564 mg/L, MC-YR 0,036 mg/L) od onih
zabelezenih u biomasi 1 bez metanola, se mogu pripisati dejstvu ekstrakcionog sredstva koji

je oslobodio vece kolicine toksina.

Tabela 20. Detektovani dmMC-RR u uzorcima vode iz UZica

Uzorak dmMC-RR pg/L
vodovodna voda januar 5,7
jezerska voda april 2,1
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Prema rezultatima analize toksina u uzorcima vode, koji su dobijeni u Laboratoriji
"Demokritos", Gréka (Tabela 20) u vodovodnoj vodi uzorkovanoj u januaru i jezerskoj vodi

uzorkovanoj u aprilu 2014. godine detektovan je dmMC-RR (5,7 odnosno 2,1 ug/L).

4.4.2.2. Uzorci tkiva ribe

U uzorcima tkiva ribe takode je detektovano prisustvo mikrocistina, a rezultati su

prezentovani u Tabeli 21.

Tabela 21. Mikrocistini u tkivima ribe uzorkovane tokom jeseni 2013. i aprila 2014.

godine
standard 1
Prosek . . standard 2
Uzorak standarda Mlcroc;ési;t;fr:ﬁc: 7820 Microcystis NIES-107 ekstrakt
t:<i|t\)/§ (ng/mg tkiva) (ng/mg tkiva) (ng/mg tkiva)
dmLR LR LY LW LF dmRR RR dmYR YR
Jesen
2013. ) ) } . - 0,018 | 0,082 - -
April 1
2014, | 0781 | - - - - | 6891 | 0066 | - ]
April 2
2014, | 9050 | - - : ~ |ou7 | - ] ]
Rec&\)’ery 9351 | 89,87 | - i . | 4923 | 3733 | - ]

Misi¢no tkivo ribe uzorkovano tokom jeseni 2013. godine sadrzalo je 0,082 ng MC-
RR po mg misi¢nog tkiva i 0,018 ng dnMC-RR po mg misi¢nog tkiva ribe.

U uzorcima iz aprila 2014. godine analizirana je kompletna riba (zajedno misi¢no
tkivo i iznutrice) i u jednom uzorku je pored dmMC-RR (0,050 ng/mg) detektovan i dmMC-
LR (0,117 ng/mg).

U drugom uzorku iz aprila su dobijene sve tri pomenute forme mikrocistina: dmMC-
LR (0,781 ng/mg), dmMMC-RR (6,891 ng/mg) i MC-RR (0,066 ng/mg).

Recovery za ove toksine je iznosio 93,51 % za dmMC-LR, 88,43 % za MC-LR, 49,23
% za dMMC-RR i 37,33 % za MC-RR, §to su i o¢ekivane vrednosti.
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4.5. Cijanotoksini u ribnjacima na teritoriji Vojvodine

4.5.1. Rezultati koncentracije hlorofila a i troficki status ribnjaka

Rezultati koncentracije hlorofila a sa odgovaraju¢im trofickim statusom (Felfoldy,
1980) u uzorcima vode iz 13 ribnjaka (R1-R13) su prikazani u Tabeli 22.

Tabela 22. Koncentracija hlorofila a (mg/m®) sa trofickim statusom

u uzorcima vode iz ribnjaka uzorkovanih tokom leta 2011. godine

Ribnjak Hlorofii a Troficki status
(mg/m°) (Felfoldy, 1980)
R1 45,63 Mezo-eutrofna
R2 362,01 Politrofna
R3 43,86 Mezo-eutrofna
R4 97,71 Eutrofna
RS 55,11 Eutrofna
R6 35,39 Mezo-eutrofna
R7 47,53 Mezo-eutrofna
R8 336,48 Politrofna
R9 25,41 Mezo-eutrofna
R10 30,84 Mezo-eutrofna
R11 21,87 Mezo-eutrofna
R12 30,46 Mezo-eutrofna
R13 42,47 Mezo-eutrofna

Na osnovu koncentracije hlorofila a najveéi broj ribnjaka (69 %) je spadao u mezo-
eutrofni tip voda (R1, R3, R6, R7, R9-R13), dva ribnjaka (15,4 %) su bila eutrofna (R4 i R5),

a dva (15,4 %) politrofna (R2 i R8). Visoke vrednosti hlorofila a mogu da ukazu na pojavu

cvetanja cijanobakterija.
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4.5.2. Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize populacije cijanobakterija
Cvetanje cijanobakterija i prisustvo potencijalno toksi¢nih vrsta je potvrdeno
mikroskopskim pregledom uzoraka vode. Detektovane cijanobakterije i broj njihovih ¢elija

po mL vode iz ribnjaka su navedene u Tabeli 23.

Tabela 23. Prisutne cijanobakterije i njihova brojnost (br.celija/mL) u ispitivanim ribnjacima

Ribnjak | Cijanobakterije br.éelija/mL

R1 Anabaena affinis +
Anabaenopsis elenkinii +
Microcystis aeruginosa +
Planktolyngbya limnetica 113 160
Planktothrix agardhii +
Rhabdogloea sp. +
Sphaerospermopsis aphanizomenoides 2 880

R2 Anabaenopsis elenkinii 132 000
Geitlerinema amphibium +
Microcystis aeruginosa 78 205 440
Phormidium sp. 579 040
Planktolyngbya limnetica +
Planktothrix agardhii 2980 760
Pseudanabaena limnetica 6 068 040
Sphaerospermopsis aphanizomenoides (akineti) 14 160
Synechocystis aquatilis +

R3 Anabaenopsis elenkinii 59 200
Anabaena sp. +
Leptolyngbya sp. 6 402 000
Planktothrix agardhii 568 480
Sphaerospermopsis aphanizomenoides (akineti) +

R4 Anabaenopsis elenkinii 11 800
Anabaenopsis elenkinii (akineti) 840
Geitlerinema amphibium +
Gleocapsa sp. 3760
Merismopedia tenuissima 7 680
Microcystis aeruginosa 19 551 360
Planktolyngbya contorta +
Planktothrix agardhii 3489 880
Pseudanabaena limnetica 6 337 320
Sphaerospermopsis aphanizomenoides (akineti) 10 440
Synechocystis aquatilis +
Woronichinia compacta +

R5 Anabaena affinis +
Anabaenopsis elenkinii (akineti) 72 540
Anabaenopsis elenkinii 108 680
Arthrospira fusiformis +
Geitlerinema amphibium 223 860
Planktothrix agardhii 1412 840
Pseudanabaena limnetica 566 280
Spherosphermopsis aphanizomenoides (akineti) 260
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R6 Anabaenopsis elenkinii 220
Planktothrix agardhii 5440
Woronichinia radians 4 200

R7 Anabaenopsis elenkinii (akineti) +
Aphanocapsa sp. +
Cylindrospermopsis raciborskii +
Cylindrospermopsis raciborskii (akineti) +
Geitlerinema amphibium 3632160
Merismopedia sp. 14 880
Microcystis aeruginosa +
Nodularia sp. +
Planktothrix agardhii 432 000
Pseudanabaena sp. +

R8 Anabaenopsis elenkinii 3960
Chrococcus sp. 960
Jaaginema subtilissimum +
Konvophoron constrictum 3600
Microcystis aeruginosa 26 068 480
Phormidium sp. +
Phormidium tergestinum +
Planktolyngbya contorta 2320
Planktolyngbya limnetica +
Planktothrix agardhii 129 000
Pseudanabaena limnetica 201 960

R9 Anabaenopsis elenkinii 2 200
Chrococcus sp. 1120
Jaaginema subtilissimum 294 000
Merismopedia minima 6 080
Microcystis aeruginosa 13 034 240
Phormidium sp. +
Planktolyngbia contorta 132 240
Planktothrix agardhii +
Rhabdogloea sp. +
Synechocystis aquatilis 32 000

R10 Arthrospira fusiformis 124 800
Microcystis aeruginosa +
Pseudanabaena limnetica 382 800
Woronichinia radians +

R11 Arthrospira fusiformis +
Geitlerinema amphibium +
Gleocapsa sp. 1760
Merismopedia sp. 8 640
Phormidium sp. +
Planktolyngbya contorta 4 640
Planktothrix agardhii 37 840
Pseudanabaena limnetica 162 360
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R12 Anabaena circinalis +
Anabaenopsis elenkinii 47 520
Jaaginema subtilissimum 8 526 000
Microcystis aeruginosa +
Planktolyngbya contorta 3480
Planktothrix agardhii 2108 720
Sphaerospermopsis aphanizomenoides (akineti) | 18 560
Woronichinia radians +

R13 Anabaenopsis elenkinii 27 280
Anabaenopsis elenkinii (akineti) 3880
Gleocapsa sp. 960
Planktothrix agardhii 9460
Pseudanabaena limnetica 479 160
Sphaerospermopsis aphanizomenoides (akineti) | 8 940

(+ prisutne u uzorku)

Najmanji broj ¢elija po mL je zabelezen u ribnjaku 6 (9 860), u svim ostalim

ribnjacima broj ¢elija je bio preko 10 000 po mL. Najvisi ukupan broj ¢elija cijanobakterija je
otkriven u ribnjacima R2 (87 979 440 celija/mL), R4 (29 409 320 ¢elija/mL) i R8
(26 410 280 celija/mL), kao $to je prikazano na Grafikonu 37. U navedenim ribnjacima

najdominantnija cijanobakterijska vrsta je bila Microcystis aeruginosa, sa brojem celija

78 205 440,

19 551 360 odnosno 26 068 480 po mL.

Grafikon 37. Ukupan broj cijanobakterijskih éelija po mL u 13 ribnjaka
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4.5.3. Rezultati prisustva cijanotoksina u vodi ribnjaka

Koncentracije cijanotoksina (mikrocistina, nodularina i saksitoksina) u uzorcima vode

iz 13 ribnjaka, detektovane ELISA testovima, su prikazani u Tabeli 24.

Tabela 24. Rezultati koncentracija cijanotoksina u uzorcima vode iz ribnjaka

Ribnjak Iu\/lr:i;c;?j:rt:g Saksitoksin
(ng/L) (ng/L)
R1 0,93 0,026
R2 >5 0,028
R3 1,49 ]
Rd >5 0,026
RS 1,21 ]
R6 1,02 ]
R7 2,64 0,026
R8 >5 0,028
R9 0,39 ]
R10 ] -
R11 ] -
R12 0,18 ]
R13 0,81 ]

Koncentracije mikrocistina i nodularina su bile ve¢e od koncentracija saksitoksina u

svim ispitivanim uzorcima. Saksitoksini su detektovani samo u pet (R1, R2, R4, R7 i R8) od

13 analiziranih uzoraka (38 %) i to u koncentracijama od 0,026 do 0,028 pg/L.

Mikrocistini odnosno nodularini su bili detektovani u 11 od 13 uzoraka (85 %). Tri

uzorka (R2, R4 i R8) su imala veée koncentracije toksina od granica detekcije za mikrocistin-

ADDA ELISA test (>5 pg/L), a u cilju dobijanja preciznijih rezultata o koncentraciji ovih

cijanotoksina, potrebno je ponoviti analize sa razblazenim uzorcima. U pitanju su upravo

jezera u kojima je zabeleZena najveca brojnost cijanobakterijskih ¢elija po mL vode kao i

visoka koncentracija hlorofila a. Korelacija ovih vrednosti (broja cijanobakterijskih ¢elija po

mL, koncentracija hlorofila a, koncentracija mikrocistina/nodularina i1 saksitoksina) je

prikazana na Grafikonu 38.
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Grafikon 38. Koncentracije cijanotoksina, hlorofila a i ukupnog broja cijanobakterijskih

Celija po mL vode 13 ribnjaka

4.5.4. Rezultati akumulacije mikrocistina u tkivu ribe

Analizirano je prisustvo mikrocistina u mi$i¢énom tkivu ribe iz 10 cvetajucih ribnjaka.
Jedinke su imale prosecnu teZinu 354 g (minimalna 55 g, maksimalna 758 g), prose¢nu
totalnu duzinu tela do kraja repnog peraja 270 mm (minimalna 155 mm, maksimalna 360
mm) i standardnu duzinu tela bez repnog peraja 217 mm (minimalna 125 mm, maksimalna
285 mm).

U Cetiri uzorka misi¢nog tkiva Sarana od 10 analiziranih (40 %), detektovan je
MC-RR i to u koncentracijama oko 0,06 ng/mg (Prilog I11-V1). Ostale forme mikrocistina
(dmRR, dmLR, LR, dmYR, YR, LY, LW i LF) nisu pronadene u analiziranom mis§i¢cnom

tkivu ribe.

4.5.5. Rezultati histopatoloskih promena u tkivima ribe

Histopatoloske promene su uofene na organima (creva, jetra, bubreg, Skrge i misici)

Sarana (Cyprinus carpio) koji su gajeni u cvetaju¢im ribnjacima.
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Riba iz kontrolnih ribnjaka je imala normalnu histologiju creva (Slika 14A). Resice
su normalno oblagale lumen, imale su jedan sloj visokih epitelijalnih ¢elija sa bazalno
postavljenim jedrom i nekoliko peharastih ¢elija. Lamina propria je bila tanka izmedu dva
sloja epitela.

Ribe iz cvetajuéih ribnjaka su ispoljavale nekoliko alteracija. Najizrazenija promena
je bila hiperplazija epitelijalnih éelija koja je najéesce vodila do fuzije resica (Slika 14B).
Edematozne promene koje su uo¢ene u lamini propriji vodile su do njenog zadebljanja (Slika
14C). U epitelijalnim ¢elijama su bile vidljive vakuoalizacije i nekroze (Slika 14C, D). Celije

su imale piknoticka jedra i nedovoljno jasne granice (Slika 14D). Osim toga, epitelne celije u

epikalnom delu resica su bile zahvacene deskvamacijom $to je ukazalo na nekroti¢ni enteritis.

Slika 14. Histopatoloske promene u crevima Cyprinus carpio (4) Riba iz kontrolnih ribnjaka. (B-D)
Riba iz cvetajucih ribnjaka: (B) hiperplazija epitelijalnih Celija koje dovode do fuzije resica, (C)
edematozne promene u lamini propriji sto dovodi do debljanja (zvezdica) i vakualizacije enterocita
(strelica), (D) nuklearna liza i nekroza. H&E. Razmere: A, B, D-50 um; C-20 um. (Foto: Luji¢ J. i
Marinovié¢ Z.)
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Jedinke iz kontrolnih ribnjaka imale su normalnu histologiju jetre sa tipi¢nom
strukturom parenhima sa pravilno organizovanim hepatocitima rasporedenim oko krvnih
sudova i sinusoida (Slika 15A). Hepatociti su bili poligonalni i sa jasno diferenciranim
jedrom. Medutim, kod manjeg broja jedinki je doslo do pojave blagih vakuolizacija.

Jedinke iz cvetajucih ribnjaka ispoljile su nekoliko histopatoloskih promena u tkivu
jetre (Slika 15). NajizraZenija promena je bila gubitak pravilne strukture parenhima (Slika
15B), zaobljavanje celija (Slika 15C) i vakuolizacija (Slika 15D). Mnoge ¢elije su imale

agranulisanu citoplazmu. Uocena su i nekroti¢na polja (Slika 15E) kao i ¢elije sa piknotickim

jedrima (Slika 15F), a u nekim slu¢ajevima i nuklearna liza kao i liza ¢elijskih membrana.

e, 'y e ar ¥ o8 e R “ =4
Slika 15. Histoloske promene u jetri Cyprinus carpio. (A) Riba iz kontrolnih ribnjaka. (B-F) Riba iz
cvetajucih ribnjaka: (B) Qubitak tipicne strukture parenihima, (C) zaobljavanje Celija, (D) celije sa
agranulisanom citoplazmom i vakualizacijama, (E) izrazena nekroticna polja (zvezdice) sa celijama
sa kariopiknozis i kariolizom, (F) ¢elije sa piknotickim jedrom. H&E. Razmere: A, B, C, D-50 pm; C,
F-20 um. (Foto: Luji¢ J. i Marinovi¢ Z.)

Jedinke iz kontrolnih ribnjaka imale su normalnu histolosku sliku bubrega (Slika
16A). Bubrezne korpuskule imale su relativno velike glomerule i tanak interkapsularni
prostor Bovmanove kapsule. Bubrezni tubuli su imali jedan sloj visokih kolumnarnih

epitelijalnih ¢elija sa proksimalnim segmentima koji su imali tipi¢ne trepljave nastavke i
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bazalno postavljena jedra, dok su distalni segmenti imali centralno postavljena jedra i nisu
imali trepljave nastavke. Cak je i kod kontrolnih jedinki prime¢eno blago zaéepljenje tubula i
blaga vakuolizacija ¢elija u zidovima tubula.

Jedinke iz ribnjaka koji su cvetali ispoljile su patologije bubreznih korpuskula, tubula,
kao 1 intersticijuma (Slika 16). Uocena je degeneracija u vidu smanjenja glomerula, kao i
glomerularne nekroze koji ukljucuje nekrozu mezengialnih ¢elija 1 visceralnog sloja
Bovmanove kapsule (Slika 16B). Ovo smanjenje veli¢ine glomerula dovelo je do dilatacije
interkapsularnog prostora Bovmanove kapsule (Slika 16B). Tubularne epitelijalne ¢éelije su
ispoljile razli¢ite nivoe degeneracije. Promene ovih ¢elija su ukljuéivale vakuolizaciju,
odlubljivanje epitelijalnog sloja od bazalne lamine, zacepljenje tubula (u nekim sluc¢ajevima
bilo je zapuseno 90 % tubula) i nekrozu (Slika 16C); ¢elije su smatrane nekroticnim kada su

imale piknoticka jedra i kad se nije mogla uociti granica Celija, $to je indikativno za lizu

¢elijske membrane. Nekroza i hializacija intersticijuma su bili evidentni (Slika 16D), kao i
krvarenje i infiltracija leukocita.

g 5

Slika 16. istopatolo§ke promene u bubregu Cyprins cario

s SN T s TR e T e
(A) Ribe iz kontrolnih ribnjaka (B-D
Ribe iz cvetajucih ribnjaka: (B) glomerularna nekroza (strelica) i dilatacija interkapsularnog
prostora Bovmanove kapsule (vrh strelice), (C) degeneracija tubula ukljucujucéi vakualizaciju,
odvajanje epitelialnog sloja od bazalne lamine, zacepljenje tubula i nekroza, (D) nekroza i hializacija
intersticijuma (zvezdica). H&E. Razmere: A, B, C, D-50 um. (Foto: Luji¢ J. i Marinovi¢ Z.)
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Riba iz kontrolnih ribnjaka imala je relativno normalnu histologiju $krga (Slika 17A).
Lamele su uredno bile postavljene sa obe strane filamenata 1 prekrivene jednim slojem
epitelijalnih celija. Interlamelarna celijska masa sadrzala je epitelijalne celije 1 manje
hloridnih i mukoznih ¢elija. Nekoliko riba je pokazalo blago odizanje epitela.

Skrge riba iz cvetajuéih ribnjaka imale su nekoliko promena. Hiperplazija epitela je
bila veoma izrazena i vodila je do potpune fuzije lamela (Slika 17B). Takode, zabeleZene su
hiperplazije 1 hipertrofije hloroidnih ¢elija lokalizovanih pri bazi interlamelarne ¢elijske mase
(Slika 17C i D), i mukoznih ¢elija koje su se nalazile pri vrhu interlamelarne ¢elijske mase
(Slika 17D). Odlubljivanje epitela je takode bilo o¢igledno (Slika 17C) kao i telangiektazije
(Slika 17E).

Slika 17. Histopatoloske promene u Skrgama Cyprinus carpio. (A) Riba iz kontrolnih ribnjaka. (B-E)
Riba iz cvetajucih ribnjaka: (B) Hiperplazija epitelijalnih celija koja vodi do kompletne fuzije lamela,
(C) hiperplazija hloroidnih Celija (strelica) i odizanje epitela (vrh strelice), (D) hiperplazija i
hipertrofija hloroidnih celija (strelica) i mukoznih Celija (vrh strelice), (E) telangiektazije. H&E.
Razmere: A, E-100 pm; B, C-50 um; D-20 um. (Foto: Luji¢ J. i Marinovic Z.)

Jedinke iz kontrolnih ribnjaka prikazale su normalnu histologiju misi¢a (Slika 18A).

Preseci su pokazali okrugla miSi¢na vlakna, kompaktno sakupljena i homogena.
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Jedinke iz cvetajucih ribnjaka su prikazale nekoliko izraZzenih promena. Pojedinacna
misi¢na vlakna su bila diskonektovana (Slika 18B), dok su miSi¢ne fascikule Cesto bile
odignute sa perimisiuma (Slika 18B). U nekim slucajevima perimisium je bio zadebljao.
Nekroza je bila evidentna na pojedina¢nim misi¢énim vlaknima (Slika 18C) dok su u nekim
slu¢ajevima kompletne fascikule bile nekroticne (Slika 18D). Pored navedenog, bile su

uocljive i masne inkluzije u ¢elijama (Slika 18E).

Riba iz cvetajucih ribnjaka: (B) misicna viakna su diskonektovana i nisu kompaktno sakupljena
(strelica), u nekim slucajevima misiéna fascikula je bila odignuta od perimisiuma (zvezdica), (C)
nekroza misiénog viakna i u nekim slucajevima misiéne fascikule (D), (E) masne inkluzije. H&E.
Razmere: A, D-50 um; B-20 um; C, E-100 um.(Foto: Luji¢ J. i Marinovi¢ Z.)

4.6. Rezultati prisustva cijanotoksina u vodi Aleksandrovackog jezera

Analizama LC-MS/MS i HPLC-DAD vode iz Aleksandrovackog jezera uzorkovane
na dva lokaliteta 15.11.2012. i 23.12.2012. godine, nisu detektovani ispitivani cijanotoksini:

mikrocistini, cilindrospermopsin i saksitoksin.
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4.7. Cijanotoksini u tkivu biljaka zalivanih kulturom cijanobakterija

4.7.1. Rezultati akumulacije mikrocistina u eksperimentalnoj biljci

U listovima eksperimentalnih biljaka (Capsicum anuum) zalivanih ekstraktom
mikrocistisa nije detektovano prisustvo mikrocistina. Medutim, nekoliko formi ovog toksina
(dmMMC-LR, MC-LR, dmMC-RR, MC-RR i MC-YR) su pronadeni u plodovima ljute
papricice. Dobijene su koncentracije pet formi mikrocistina: i to najvise je bilo MC-RR
(0,241 ng/mg) i MC-LR (0,118 ng/mg), zatim dmMC-LR (0,077 ng/mg), MC-YR (0,066
ng/mg) i dmMC-RR (0,051 ng/mg) (Tabela 25).

Tabela 25. Koncentracije mikrocistina u delovima eksperimentalne biljke detektovane
pomocu LC-MS/MS

Prosek standard 2 standard 1
Microcystis PCC 7820 Microcystis NIES-107
) standarda
Tkivo (ng/mg tkiva) ekstrakt ekstrakt
biljke | ""MY (ng/myg tkiva) (ng/myg tkiva)
dmLR LR LY LW LF dmRR RR dmYR YR
List - - - - - - - - -
Plod 0,077 | 0,118 - - - 0,051 | 0,241 - 0,066
Rec&)’ery 1109 | 858 - - - 249 | 313 - 465

4.7.2. Rezultati biohemijskih analiza eksperimentalne biljke
Vrednosti intenziteta lipidne peroksidacije u kontrolnim biljkama (K) su bile 70 1 76,7

nmola MDA/g sveze mase, dok su one iz tretmana imale znacajno vece vrednosti (96,9 1 90,6

nmola MDA/g) (Tabela 26).
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Tabela 26. Intenczitet lipidne peroksidacije u listovima i plodovima Capsicum anuum izloZene

mikrocistinima (izrazen u nmola MDA/g sveze mase).

Lipidna srednja greska srednje koeficijent
peroksidacija vrednost vrednosti varijacije (%)
K list 76,7 2,0 3,9
T list 90,6 3,9 8,8
K plod 70,3 8,6 10,1
T plod 96,9 5,3 13,1

Sadrzaj ukupnih fenola, neenzimskih antioksidanata, je bio jednak kod tretiranih
(18,181 7,75 mg GA/qg) i kontrolne biljke (18,77 i 8,30 mg GA/g) §to se moze videti u Tabeli
27.

Tabela 27. Ukupni fenoli u listovima i plodovima Capsicum anuum izloZene mikrocistinima

(izrazeni u mg galne Kiseline/g suve mase).

Ukupni fenoli srednja greska sred_nje kc_)?figijent
vrednost vrednosti varijacije (%)
K list 18,77 0,51 4,75
T list 18,18 0,60 5,75
K plod 8,30 0,48 10,07
T plod 7,75 0,27 6,07

Sadrzaj ukupnih flavonoida je bio znacajno veci u listovima tretiranih biljaka (0,89
mg rutin/g) u odnosu na one iz kontrole (0,16 mg rutin/g). Manje, ali takode znacajno
povecéanje ukupnih flavonoida zabeleZzeno je u plodovima tretiranih biljaka (0,11 mg rutin/g)

u poredenju sa kontrolom (0,08 mg rutin/g) (Tabela 28).

Tabela 28. Sadrzaj ukupnih flavonoida u listovima i plodovima Capsicum anuum izlozene

mikrocistinima (mg rutin/g suve mase)

Elavonoidi srednja greska sred_nje kc_@fig!jent
vrednost vrednosti varijacije (%)
K list 0,16 0,04 38,77
T list 0,89 0,17 33,53
K plod 0,08 0,00 3,33
T plod 0,11 0,01 22,27
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Ukupna neenzimska aktivnost biljaka odredena je putem DPPH-testa. Znacajno

smanjenje u % neutralisanin DPPH-radikala zabelezeno je u plodu i listu tretiranih biljaka

(Tabela 29).

Tabela 29. Antioksidantni kapacitet ekstrakta u listovima i plodovima Capsicum anuum

izlozene mikrocistinima; (DPPH)

DPPH srednja greska sredpje k(_)f%fi(}?jent
vrednost vrednosti varijacije (%)

K list 37,1 0,3 1,4

T list 28,1 0,1 0,3

K plod 91,3 0,2 0,4

T plod 80,8 0,1 0,1

Sposobnost ekstrakta da neutraliSe superoksid-anjon (O27) odreduje se na osnovu

sposobnosti inhibicije fotohemijske redukcije nitroblutetrazolijum hlorida (NBT). Znacajno

smanjenje u % neutralisanih radikala zabelezeno je samo u plodu tretiranih biljaka (Tabela

30).

Tabela 30. Antioksidantni kapacitet ekstrakta u listovima i plodovima Capsicum anuum

izlozene mikrocistinima; (NBT)

NBT srednja greSka srednje kc_)fefi(_:!jent
vrednost vrednosti varijacije (%)

K list 73,1 0,6 2,4

T list 75,9 0,4 338

K plod 103,1 0,8 5,9

T plod 92,8 0,5 1,7

Znacajno samanjenje neutralisanih hidroksil-radikala (OH) uoceno je u listovima,

dok razlike nije bilo u plodovima tretmana i kontrole (Tabela 31).

Tabela 31. Antioksidantni kapacitet ekstrakta u listovima i plodovima Capsicum anuum

izlozene mikrocistinima; (OH) hidroksil-radikal

OH srednja greska sred_nje k(_)_efi(?!jent
vrednost vrednosti varijacije (%)
K list 84,6 0,7 1,4
T list 82,4 0,3 0,7
K plod 81,5 0,8 1,7
T plod 82,2 0,2 0,5
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4.8. Rezultati analiza mikrocistina u suplementima

Dva suplementa na bazi cijanobakterijske biomase sa naSeg trziSta testirana su na
prisustvo mikrocistina pomoc¢u LC-MS/MS i dobijene koncentracije su prezentovane u Tabeli
32.

Tabela 32. Koncentracije dnMC-LR i MC-LR u dva suplementa na bazi

cijanobakterijske biomase

Suplementi dmMC-LR MC-LR
(mg/g) (mg/g)
1 - 0,003
2 0,0015 -

U jednom testiranom proizvodu detektovano je 0,003 mg MC-LR po g suplementa, a
u drugom 0,0015 mg dmMC-LR po g suplementa. Ostali tipovi ovog toksina (MC-RR,
dmMC-RR, MC-YR, dmMC-YR, MC-LY, MC-LW i MC-LF) na koje su suplementi

testirani, nisu detektovani i iz tog razloga nisu prikazani u Tabeli 32.
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5. DISKUSIJA

5.1. Put izloZenosti cijanotoksinima preko vode za pice i rekreaciju

Najvise istrazivani medijum zivotne sredine na prisustvo cijanotoksina je voda, bilo
da se radi o vodi za pic¢e ili za rekreaciju. Direktno oralno unoSenje i kontakt sa
kontaminiranom vodom je jedan od najznacajnijih i najées$¢ih puteva izloZenosti Coveka
cijanotoksinima. Ako se koristi voda iz povrSinske akumulacije tokom cijanobakterijskog
cvetanja, moguce je (ili ¢ak verovatno) da je takva voda kontaminirana cijanotoksinima i
nekim drugim sekundarnim metabolitima oslobodenim tokom razgradnje celija
cijanobakterija (Chorus i Bartram, 1999).

Visok nivo rizika za ljudsko zdravlje je povezan sa unoSenjem velikih koli¢ina
cijanotoksina putem vode ili unoSenjem malih doza tokom duzeg vremenskog perioda
(Svir€ev 1 sar.,, 2010). Nakon izlaganja ljudi 1 zivotinja cijanotoksinima, mogu se
manifestovati simptomi kao $to su: bol u stomaku, povraéanje, proliv, iritacije koze, slabost,
bol u grlu, bledilo sluznice i drhtanje misi¢a (Chorus i Bartram, 1999). Pored sposobnosti da
izazovu akutna trovanja, smatra se da mikrocistini imaju i potencijal da iniciraju
kancerogenezu u visokim dozama, kao i da dovedu do promocije tumora usled hroni¢nog
izlaganja niskim koncentracijama mikrocistina u pijacoj vodi (Svircev i sar., 2010).

Naucnici u Kini (Yu i sar., 1989; 1989a; 1995; Junshi, 1990) su pronasli mogucu vezu
izmedu kvaliteta povrSinske vode za pice i povecanog rizika za razvoj primarnog kancera
jetre 1 hroni¢nih gastrointestinalnih bolesti. U Kini incidenca primarnog kancera jetre je
veoma visoka, §to se prvo dovodilo u vezu sa hepatitisom B i aflatoksinima (Yu, 1995).
Medutim, vrSeno je epidemiolosko ispitivanje u Haimen, Quidong 1 Nanhui (Kina) u cilju
procene kvaliteta izvora pijace vode i rizika za primarni kancer jetre, pri cemu je dobijeno
statistiCki znaCajno povecanje rizika pojave ove bolesti u regionima koji se snabdevaju
povrsinskom vodom, nasuprot regiona u kojima se povrSinske akumulacije ne koriste za pice.
Prelaskom sa povrSinskih na dubinsko-bunarske izvore vode doSlo je do smanjenja u
smrtnosti od primarnog kancera jetre, dok se u regionima sa mesanom upotrebom povrsinske
i bunarske vode nije primetila promena u mortalitetu tokom istog vremenskog perioda.
Monitoringom povrSinskih izvora vode za pice registrovani su visoki nivoi mikrocistina i
cijanobakterija, $to nije bio slu¢aj sa drugim izvorima vode. Ueno i saradnici (1996) su

postulirali da kombinacija hepatokancerogena, kao S§to su aflatoksini u ishrani sa
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mikrocistinima iz vode za pi¢e, moze dati objaSnjenje za visoke incidence ove maligne
bolesti.

Stopa incidence kolorektalnog kancera u Kini je takode bila znacajno veéa kod
populacije koja je pila vodu pripremljenu iz reka i povrSinskih akumulacija od onih koji su
pili podzemnu bunarsku vodu. Time je ponovo kvalitet vode povezan sa ucestalosti, u ovom
slu¢aju kancera debelog creva, a to moze biti u vezi sa kontaminacijom vode za pice sa
mikrocistinima (Zhou i sar., 2002). Ove epidemioloske studije u Kini upuéuju na neophodna
dalja epidemioloska istrazivanja drugih malignih oboljenja i na drugim lokacijama u svetu,
gde je stanovnistvo izlozeno cijanobakterijama i cijanotoksi¢nim metabolitima preko vode za

pice.

5.1.1. Cvetanje cijanobakterija u akumulacijama za vodosnabdevanje u Srbiji

Prema istrazivanju Svir¢ev i saradnika (2007) od 1980. godine doslo je do cvetanja
cijanobakterija u velikom broju rezervoara, jezera i vodotokova (reka i kanala) u Srbiji. Medu
83 ispitana vodena ekosistema, 58 su cvetala gotovo svake godine u poslednje dve decenije.
Okruzi u Centralnoj Srbiji uglavnom imaju povrsinske rezervoare za vodosnabdevanje
vodom za pice, a koji cvetaju tokom letnjih meseci. Vise od 20 rezervoara sluze kao izvori
vode za pice, a permanentno cvetanje cijanobakterija je detektovano u 9 od njih. Region
Vojvodine, s druge strane, ima podzemne sisteme vodosnabdevanja koji nisu kontaminirani
cijanobakterijama. Razlike u kvalitetu pijace vode u ovim regionima mogu biti posledica
prisustva cijanotoksina kao proizvod cvetanja cijanobakterija.

U mnogim akumulacijama za vodosnabdevanje u Srbiji (npr. Bovan, Bresnica,
Brestovac, Celije, Garasi, Grliste, Grosnica, Gruza, Krajkovac, Pridvorica,...) zabelezeno je
prisustvo 1 cvetanje cijanobakterija, a u nekima 1 prisustvo cijanotoksina (Svir¢ev 1 sar.,
2014).

Bovan je rezervoar izgraden na reci Sokobanjska Moravica kod sela Bovan u
Nisavskom okrugu. U ovom rezervoaru se belezi cvetanje cijanobakterija jo§ od leta 1994.
godine, a vrste koje su najcesce cvetale su Anabaena solitaria, Aphanizomenon flos-aquae i
Pseudanabaena limnetica (Sedmak i SvirCev, 2011). Jo$ jedan rezervoar u Nisavskom
okrugu koji je zahvaden cvetanjem je Krajkovac, gde je zabelezeno prisustvo vrsta
Gomphosphaeria lacustris i Aphanizomenon flos-aquae (Cado i sar., 2004).

U Sumadijskom okrugu na planini Bukulji i re¢ici Bukulja 1974. godine napravljeno

je jezero Garasi, jo§ jedno u nizu zahvaceno fenomenom cvetanja cijanobakterija. Ovde su
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cvetale Aphanizomenon flos-aquae i Microcystis aeruginosa, a pronadene su Anabaena
affinis i Planktothrix agardhii (Karadzi¢ i sar., 2010; Sedmak i Sviréev, 2011). I u Grosnici,
jednom od najstarijih rezervoara za vodosnabdevanje u Srbiji, je zabeleZeno prisustvo
cijanobakterija (Sedmak 1 Svir¢ev, 2011). Jedna od najvaznijih akumulacija za
vodosnabdevanje u Sumadijskom okrugu je Gruza, gde se Cesto deava cvetanje. Prvo je
zabelezeno jo§ 1984. godine (Comié i Rankovié¢, 1991) kada je cvetao Aphanizomenon flos-
aquae, $to se nastavilo i u narednim godinama (Rankovi¢ i Comié, 1989; Rankovié i sar.,
1994; Rankovi¢ i Simi¢, 2005), a kasnije su pored ove vrste cvetale i Anabaena flos-aquae,
Anabaena solitaria, Anabaena constricta, a pojavljivale su se i Aphanizomenon issatschenkoi
i Lyngbya limnetica (Sedmak i Svir¢ev, 2011). Perendija i sar. (2011) su tokom cvetanja
Aphanizomenon flos-aquae u ovoj akumulaciji uodili ultrastrukturne, nekroti¢ne i apoptoticke
promene u jetri, kao i efekte na antioksidativne biomarkere kod ribe Perca fluviatilis.

U Zajecarskom okrugu, u rezervoaru Grliste takode je registrovano prisustvo
cijanobakterija. Tako su tokom proleca i leta 1993. godine uocene sledece cijanobakterije:
Oscillatoria sp., Anabaena sp. i Microcystis sp. (Naki¢ i Bozovi¢, 1994), a kasnije i
Aphanizomenon flos-aquae i Gomphosphaeria aponina (Sedmak i Sviréev, 2011).

Celije (Rasinski okrug) je jo§ jedan od rezervoara koji ¢esto cveta i ovaj fenomen se
belezi od 90-ih godina proslog veka. NajéeS¢e su cijanobakterijske vrste: Anabaena
circinalis, Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon issatschenkoi, Jaaginema
subtilissimum i Microcystis aeruginosa, a kao rezultat cvetanja detektovani su i mikrocistini
(Grasic i sar., 2004; Sedmak i Svircev, 2011).

5.1.2. Hroni¢na ekspozicija cijanotoksinima putem vode za pice i1 epidemioloski

podaci u Srbiji

Hroni¢na ekspozicija ljudi niskim dozama mikrocistina moze se analizirati samo na
osnovu epidemioloskih studija. Epidemioloski dokazi su vazni jer indirektno ukazuju na vezu

izmedu toksina 1 zdravlja ljudi i to u potpuno prirodnim uslovima.

5.1.2.1. Primarni kancer jetre i cvetanje cijanobakterija

Primarni kancer jetre je peti naje$¢i malignitet i tre¢i najceS¢i uzrok smrtnosti od
raka u svetu (Li i sar., 2011). Hepatokancerogeneza podrazumeva slozen proces koji je

povezan sa hroni¢nim oSteenjem jetre (Xu 1 sar., 2012). Ovaj kancer moze biti izazvan
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brojnim etioloskim agensima. Faktori rizika ukljucuju: cirozu jetre, hroni¢ne virusne infekcije
hepatitisa B ili C, aflatoksine u hrani, prekomernu upotrebu alkohola, hemijsku iritaciju
hepatocita, hroni¢ne infekcije digestivnog trakta i neuhranjenost (Yu, 1995; Falconer i
Humpage, 1996; Ueno i sar., 1996; McGlynn i sar., 2001; Lian i sar., 2006). Pored ovih
poznatih 1 opsteprihvacenih faktora rizika, da li postoje i drugi koji mogu da uti¢u na pojavu
kancera jetre?

Potencijalni kancerogeni efekat moze biti povezan i sa cijanotoksinima (Svircev i sar.,
2010). Poslednjih godina, istrazivanja o odnosu cvetanja cijanobakterija i poviSene incidence
primarnog kancera jetre radena su u nasoj zemlji (Svir€ev 1 sar., 2006; 2009; 2013; 2013a;
2014; 2014a; Drobac, 2009; Drobac i sar., 2011). U periodu od 1980. do 1990., godine
mortalitet usled ovog maligniteta je bio nizi u Vojvodini (7,6), kao i u okruzima Centralne
Srbije koji nisu pogodeni cvetanjem (8,3) u odnosu na okruge koji su bili zahvac¢eni ovim
fenomenom (Moravicki, gumadijski, Raski, Branicevski, Rasinski, Zajecarski, Nisavski,
Toplicki i Pirotski), gde je mortalitet od primarnog kancera jetre bio 11,6 (Sviréev i sar.,
2009).

Godine 2000. doslo je do znacajnog porasta ucestalosti primarnog kancera jetre u
Centralnoj Srbiji (16), a taj trend je nastavljen i 2002. godine (18,8). U tom periodu u
kontrolnom regionu (Vojvodina) zabelezena je stagnacija ovih vrednosti (6,6 i 6,2). Incidenca
primarnog kancera jetre (13,6) u okruzima koji nisu pogodeni cvetanjem cijanobakterija bila
je statisti¢ki znadajno niza (34,7) u poredenju sa tri kritiéna okruga (Sumadijski, Nigavski,
Topli¢ki) u kojima cijanobakterije cvetaju svake godine (Svircev i sar., 2009).

Odnos izmedu povecanog rizika pojave primarnog kancera jetre 1 kvaliteta
povrsinskih voda za pice, takode je uocen u periodu od 2000. do 2006. godine (Drobac, 2009;
Drobac i sar., 2011). Nejednaka geografska distribucija kancera jetre u Srbiji bila je jasno
uocljiva 1 zariSta mogu biti dovedena u vezu sa snabdevanjem vode za pic¢e. Okruzi visokog
rizika za razvoj primarnog kancera jetre koriste rezervoare za vodosnabdevanje Kkoji
permanentno cvetaju, a niskorizicni regioni poseduju sisteme za vodosnabdevanje koji nisu
pogodeni ovim fenomenom ili imaju savremeniji nacin prerade u fabrikama vode (Svircev 1
sar., 2013).

Prema ovim preliminarnim epidemioloskim ispitivanjima (Drobac, 2009; Drobac i
sar., 2011) u periodu od 2000. do 2006. godine najvise incidence primarnog kancera jetre

zabelezene su u Nisavskom, Sumadijskom, Pirotskom i Toplickom okrugu (Graf. 39).
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Grafikon 39. Prosecne vrednosti incidence primarnog kancera jetre od 2000. do
2006. po okruzima: (0)Centralna Serbija, (1)Rasinski, (2)Zajecarski, (3)Moravicki,
(4)Zlatiborski, (5)Pcinjski, (6)Jablanicki, (7)Borski, (8)Pomoravski, (9)Branicevski,
(10)Macvanski, (11)Podunavski, (12)Raski, (13)Beogradski, (14)Kolubarski, (15)Sumadijski,
(16)Pirotski, (17)Toplicki, (18)Nisavski.

Razvoj primarnog kancera jetre se najviSe povezuje sa cirozom jetre i hroni¢nim
virusnim hepatitisima, medutim u posmatranom periodu od 2000. do 2006. godine u
Centralnoj Srbiji nije uocena korelacija izmedu incidence primarnog kancera jetre i glavnih
riziénih faktora u razvoju ovog maligniteta: ciroze jetre, HBV i HCV infekcija (Graf. 40 i 41)
(Drobac, 2009; Drobac i sar., 2011).
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Grafikon 40. Odnos incidence primarnog kancera jetre (PLC), HBV, HCV i mortaliteta
ciroze u Centraloj Srbiji po godinama od 2000. do 2006. (Drobac, 2009; Drobac i sar.,
2011)
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Grafikon 41. Odnos prosecnih vrednosti incidenci primarnog kancera jetre (PLC),
HBV, HCV i mortalitet ciroze od 2000. do 2006. po okruzima (Drobac, 2009; Drobac i sar.,
2011): (1)Rasinski, (2)Zajecarski, (3)Moravicki, (4)Zlatiborski, (5)Pcinjski, (6)Jablanicki,
(7)Borski, (8§)Pomoravski, (9)Branicevski, (10)Macvanski, (11)Podunavski, (12)Raski,
(13)Beogradski, (14)Kolubarski, (15)Sumadijski, (16)Pirotski, (17)Toplicki, (18)Nisavski.

Poredenjem incidenci primarnog kancera jetre, mortaliteta ciroze i incidenci hroni¢nih
hepatitisa tokom ispitivanog perioda moze se primetiti da incidence ovih oboljenja ne prate
incidence kancera, odnosno dok je primarni kancer jetre u opadanju, mortalitet ciroze jetre
stagnira, a incidenca obolelih od hepatitisa raste tokom godina.

Nakon preliminarnog istraZivanja, u cilju dobijanja pouzdanijih zaklju¢aka analiziran
je duzi vremenski period od deset godina (od 1999. do 2008.). Ponovo, incidence primarnog
kancera jetre su bile najviSe u tri kritiéna okruga (NiSavskom (31,4), Toplickom (27,3) 1
Sumadijskom (22,1)) (Graf. 1). Incidence ovog maligniteta su takode jasno bile najizrazenije
u tri kriti¢na okruga, pa ostatku Centralne Srbije, a najniZe u Vojvodini (Graf. 2).

Sa druge strane, mortalitet ciroze je prilicno uravnoteZzen u posmatranim grupama i
nesto je veci u Vojvodini (Graf. 3). Iako se smatra da je u vecini zemalja u 80-90 % slucajeva
ciroza bolest koja prerasta u kancer jetre i da je samim tim glavni faktor razvoja maligniteta,
medutim, to se ne moze jasno uociti na osnovu podataka o incidenci primarnog kancera jetre i
trenda mortaliteta ciroze jetre tokom perioda od 1999. do 2008. godine u Centralnoj Srbiji.

Pored ciroze jetre, za glavne faktore rizika primarnog kancera jetre smatraju se i

hroni¢ni virusni hepatitisi. Cesto se povecanje incidence primarnog kancera jetre u zemljama
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zapadnog sveta upravo dovodi u vezu sa povecanim brojem infekcija HBV 1 HCV. Medutim,
u Centralnoj Srbiji iako postoji porast broja inficiranih ovim virusima, primarni kancer jetre
je postepeno u opadanju. Takode, hroni¢ni virusni hepatitisi su u pocetku bili izrazeniji u
Vojvodini, pa ostatku Centralne Srbije, a tek u poslednjih par godina tokom istrazivanog
perioda je doslo do skoka obolelih od ovih infektivnih bolesti u tri kriticna okruga (Graf. 4 1
5). Korelacija izmedu ovog kancera i HBV-a odnosno HCV-a u periodu od 1999. do 2008.
godine nije uocena.

Jedan od razloga nepostojanja korelacije izmedu primarnog kancera jetre, ciroze i
hepatitisa moze biti faktor vremena, odnosno da je potrebno da produ godine da bi se pojavila
korelacija medu proucavanim bolestima. Drugo objasnjenje moze biti postojanje nekih drugih
dodatnih faktora koji mogu da uti¢u na pojavu kancera jetre, pored ovih dobro poznatih i
opsSte prihvacenih faktora rizika. Ukoliko je re¢ o drugoj hipotezi onda se kao jedan od
mogucih faktora namecu cijanotoksini. Rezultati ovog epidemioloskog istrazivanja ukazuju
na mogucénost da glavni faktori rizika, zajedno sa sekundarnim metabolitima cijanobakterija u
pijacoj vodi mogu uticati na pojavu primarnog kancera jetre. Cijanotoksini mogu potencijalno
da deluju kao inicijatori i/ili kofaktori, koji sinergisticki sa drugim faktorima rizika dovode do
povecanja incidence primarnog kancera jetre.

Tumacenje rezultata dobijenih epidemioloskim ispitivanjem u Centralnoj Srbiji moze
biti dovedeno u pitanje, jer je poznato da se dva okruga (Rasinski i ZajeCarski), takode
snabdevaju pijacom vodom iz rezervoara u kojima Cesto cvetaju cijanobakterije (Celije i
Grliska) ali ne pripadaju grupi okruga sa najve¢im incidencama primarnog kancera jetre
(Slika 13). Cinjenica da je incidenca primarnog kancera jetre u ovim okruzima tokom
decenije istraZzivanja medu najnizim (Graf. 1) je dovela u pitanje celu hipotezu o znacaju
cijanobakterija u genezi primarnog kancera jetre. Medutim, prema informacijama dobijenim
iz vodovoda, vodovod u KruSevcu koristi proces ozonizacije u pripremi vode za pice iz
rezervoara Celije neprekidno od 1985. godine, a vodovod u Zajedaru koristi ozonizaciju od
1990. godine tokom meseci kada dolazi do cvetanja cijanobakterija u rezervoaru GrliSka. To
su jedini vodovodi u Centralnoj Srbiji koji koriste ozon kao tretman sirove povrSinske vode
(Svircev i sar., 2013).

Na osnovu ovih informacija mozemo da pretpostavimo da je dobijen ne samo odgovor
na pitanje zasSto su incidence kancera jetre u tim okruzima bile toliko niske (Cak nize nego u
kontrolnom regionu Vojvodini), ve¢ 1 kako resiti problem izazvan prisustvom cijanobakterija
I cijanotoksina u rezervoarima za vodosnabdevanje koji cvetaju. Ozonizacija je poznata kao

jedna od najefikasnijih metoda za uklanjanje cijanotoksina iz vode (Brooke i sar., 2006;

136



Diskusija

Rodriguez i sar., 2007). Na osnovu toga bi se moglo pretpostaviti da je reSenje za problem
pojave 1 prisustva cijanobakterijskih toksina u pija¢oj vodi ve¢ poznat. Medutim, takvu
pretpostavku ne bi trebalo iznositi dok se ne pronade objasnjenje za epidemioloske podatke o
ucestalosti folikularnog non-Hodzkin limfoma u Srbiji. U Rasinskom okrugu, koji stalno
koristi proces ozonizacije od 1985. godine, ucestalost folikularnog non-Hodzkin limfoma je
znacajno visa (20,3), u poredenju sa srednjim vrednostima u svim ostalim regionima
Centralne Srbije (2,45). Povecana ucestalost folikularnog non-Hodzkin limfoma je takode

registrovana i u Zajecarskom okrugu (Graf. 42).
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Slika 42. Ucestalost folikularnog non-Hodzkin limfoma od 1999. do 2008. godine
(Svircev i sar., 2013)

Naime, efikasnost ozona zavisi od doze i vrste cijanotoksina, a formiranje
nusproizvoda moze biti prisutno pri procesu ozonizacije (Brooke i sar., 2006; Rodriguez i
sar., 2007b). Zbog navedenih podataka moze da se postavi pitanje: da li je moguée da
nezeljeni nusprodukti procesa ozonizacije mogu biti faktori rizika za non-HodZkin limfom?
Na osnovu rezultata dobijenih iz epidemioloskih studija u Srbiji, jasna je preferencija za
metode prevencije cvetanja, nego za metode eliminacije cijanotoksina. Ovo je najsigurnije i
najadekvatnije reSenje problema pojave cijanobakterija i rezultujucih negativnih efekata.

Tokom ovog istrazivanja, direktna veza izmedu pojave mikrocistina u akumulacijama
za snabdevanje vodom 1 primarnog kancera jetre nije uradena. Redovno pracenje mikrocistina
u vodovodnim sistemima u Srbiji jo§ uvek nije uspostavljeno. Medutim, prema ranije
objavljenim (videti Svirev 1 sar., 2014) i1 neobjavljenim podacima, znacajne koli€ine
mikrocistina su povremeno odredivane u rezervoarima za vodosnabdevanje koji su cvetali:

Celije (Rasinski) jul 2004. MC-LR 650 pg/L; Grliska (Zajecarski) septembar 2007. MC-LR
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235 pg/L; Gruza (Sumadijski) avgust 2006. MC-LR 539 pg/L; Garasi (Sumadijski) jul 2009.
MC-LR 112 pg/L; Bovan (Nisavski) maj 2007. MC-LR 98 pg/L; Bresnica avgust 2007. MC-
LR 79 pg/L.

Informacije o cvetanju cijanobakterija se mogu smatrati vaznijim od podataka o
prisustvu mikrocistina, zbog mogucnosti da ljudsko zdravlje moze biti ugrozeno i drugim
cijanotoksinima i metabolitima cijanobakterija. Da bi se doslo do pouzdanih zakljucaka o
statisticki relevantnim korelacijama, neophodno je ispitati prisustvo cijanotoksina (ne samo
mikrocistina) u rezervoarima za vodosnabdevanje. S druge strane, samo prisustvo
mikrocistina ne mora predstavljati direktnu pretnju po ljude, pogotovo ako postoji efikasan
sistem pripremanja vode za pice.

Postoji ogranien broj epidemioloskih podataka u svetu koji mogu da objasne vezu
izmedu mikrocistina u povrSinskim vodama za pic¢e i ucestalosti primarnog kancera jetre.
Ovakva istrazivanja uglavnom dolaze iz Kine (Yu, 1995; Ueno i sar., 1996). Epidemioloske
studije u razli¢itim delovima Kine su pokazale da je MC-LR jedan od faktora rizika u razvoju
primarnog kancera jetre. NajviSe incidence ovog kancera su se poklopile sa prisustvom
mikrocistina u vodi regiona u kojima su takode prisutne povecane incidence HBV i
aflatoksina u hrani. Epidemioloska studija je pokazala da aflatoksini u interakciji sa HBV
mogu da izazovu pojavu hepatocelularnog karcinoma (Liu i sar., 2012). Takode, primecen je
sinergisti¢ki mutageni odgovor usled interakcije mikrocistina i aflatoksina B1 (Sekijima i
sar., 1999; Hashimoto i sar., 2012). Kombinacija razli¢itih faktora rizika, naro¢ito HBV,
aflatoksina i mikrocistina, moze biti odgovorna za endemic¢nost primarnog kancera jetre (YU i
sar., 2001).

Neki od faktora rizika za primarni kancer jetre nisu analizirani tokom ovog
istrazivanja zbog nedostatka tacnih podataka i1 naucnih dokaza o povezanosti sa ovom
malignom bolesti. Pre svega, evidencije o pojavi aflatoksina se ne mogu naci u statisti¢kim 1
epidemioloskim bazama podataka u Srbiji. Dalje, od 1993. do 1996. godine u Srbiji je doslo
do velike imigracije stanovniStva, ali ne postoje objavljeni podaci o demografskim
promenama u Centralnoj Srbiji. Jo§ manje su dostupni podaci o zdravstvenom stanju
izbeglica koje su prognane iz Bosne i Hrvatske, nakon ratova u bivS§im jugoslovenskim
republikama. Drugi faktori koji mogu da uti¢u na pojavu primarnog kancera jetre, kao §to su
alkoholizam, pusenje ili stres su iskljuceni iz studije zbog nedostatka relevantnih podataka za
svaki okrug posebno. Ali, pojava ovih faktora rizika u Srbiji znatno su nize u poredenju sa
drugim evropskim zemljama (SvirCev 1 sar., 2009). Pored ovih faktora, vazna je i genetska

osnova bolesti, ali ova problematika nije obradena.
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U ovom istrazivanju se ne sugeriSe da su cijanotoksini u vodi za pice jedini ili
definitivni faktor rizika za razvoj primarnog kancera jetre, ali se ukazuje na to da
cijanotoksini, izmedu ostalog, mogu biti potencijalni faktor rizika koje treba uzeti u obzir u
buduénosti. Na osnovu dobijenih epidemioloskih podataka moze se zakljuciti da dugotrajna
hroni¢na izloZenost cijanobakterijama i njihovim toksinima mozZe izazvati povecanu
incidencu kancera jetre, odnosno moguce da glavni faktori rizika zajedno sa
cijanobakterijskim sekundarnim metabolitima u pijacoj vodi vode do geneze primarnog
kancera jetre. Da bi se doslo do pouzdanijih zakljuaka o cijanotoksinima kao faktorima
rizika, potrebno je izvrsiti veliki broj istrazivanja, koja bi mogla pomo¢i u prevenciji ove

tesSke maligne bolesti.

5.1.2.2. Negativni uticaj cijanotoksina na druge organe-drugi kanceri

lako je jetra njihov glavni ciljni organ, mikrocistini takode mogu uticati i na druge
organe. U cilju odredivanja organa sa mikrocistin indukovanim DNK-ostecenjima Gaudin i
saradnici (2008) administrirali su jednu akutnu oralnu dozu MC-LR misevima, a nakon 3 h je
primecena indukcija DNK osSte¢enja u krvnim celijama. Posle intraperitonealne injekcije,
DNK lezije su indukovane u jetri, bubrezima, tankom i debelom crevu.

Osim toga, Li i saradnici (2009) su istrazivali ekspresiju proto-onkogena c-jun, c-fos i
c-myc u jetri, bubrezima 1 testisima pacova nakon intravenske aplikacije mikrocistina.
Uoceno je znacajano povecanje sinteze iRNK tri proto-onkogena u ova tri proucavana
organa. Medutim, povecanje ekspresije iRNK sva tri gena bilo je mnogo vece u jetri nego u
bubrezima i testisima. Nivoi proteina c-jun, c-fos su bili indukovani u tri organa. Na osnovu
ovih rezultata, moZe se pretpostaviti da mikrocistini mogu imati potencijal za promovisanje i
iniciranje tumora u razli¢itim organima (Li i sar., 2009).

Distribucija mikrocistina u razli¢itim organima je ograni¢ena zbog slabe sposobnosti
ovih toksina da prolaze kroz éelijske membrane. Organska distribucija *H-MC-LR je praéena
na miSevima nakon intraperitonealne injekcije. Pri tome jetra, creva i bubreg su sadrzali
radioaktivni obelezivac, koji je takode bio prisutan i u srcu, slezini, plué¢ima i skeletnim
misi¢ima ali u mnogo manjim koli¢inama (Robinson i sar., 1989). Ip injekcija *H-dihidro-
MC-LR rezultirala je najveéim unoSenjem mikrocistina od strane jetre, medutim male
koli¢ine radioobeleZzenih markera su se takode nalazile 1 u tankom crevu, bubregu, Zu¢noj

kesi, pluéima i zelucu (Nishiwaki i sar., 1994). Isto tako, 3H-dihidro-MC-LR je brzo
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distribuiran u jetri svinja posle iv injekcije ili infuzije putem ilealne petlje. Manje koli¢ine su
zabeleZene u bubrezima, plu¢ima, srcu, slezini i ileumu (Stotts i sar., 1997; 1997a).

Nakon oralne ekspozicije miSeva MC-LR se uglavnom apsorbovao u tankom crevu, a
delom i u Zelucu. Primecena je erozija u resicama, $to moze da doprinese pojacanoj apsorpciji
toksina u krvotok. MC-LR je takode bio prisutan u krvnoj plazmi, jetri, plu¢ima, bubrezima i
srcu (Ito 1 sar., 1997a). Distribucija je pracena i nakon intra-trahealne aplikacije MC-LR 1
uoCeno je imunobojenje pluca, jetre, tankog creva i bubrega. Na osnovu pozitivhog
imunobojenja alveola, zakljuceno je da se apsorpcija dogodila u alveolama (Ito i sar., 2001).

Mikrocistini zahtevaju prisustvo organskih anjon transportnih polipeptida (glodari
Oatp, humani OATP), kako bi prosli cCelijske membrane i usli u tkiva. Oatp/OATP
obezbeduju transport Sirokog spektra organskih rastvorenih supstanci, ukljucujuéi i
cijanotoksine (Hagenbuch i Meier, 2003). Mikrocistin moZe da se transportuje preko OATP-
A, OATP-C i OATP8 koji su prisutni u vise organa ukljucujuéi jetru, mozak, pluca, bubrege i
testise. Distribucija mikrocistina je pod uticajem stepena prokrvljenosti i prisutnosti
Oatp/OATP u datom organu. Zbog izrazene krvne perfuzije i visoke ekspresije Oatp/OATP u
jetri, mikrocistini se ¢esto karakterisu kao hepatotoksini, mada ovi cijanotoksini mogu uticati
i na druge organe (Feurstein i sar., 2009). U jetri specificni OATP1B1 i OATP1B3 (humani),
Oatpl1b2 (mis), Oatpldl (raza), posreduju apsorpciju MC-LR u hepatocite (Fischer i sar.,
2005; Komatsu i sar., 2007; Meier-Abt i sar., 2007; Monks i sar., 2007; Lu i sar., 2008).

MC-LR se takode transportuje pomocu humanog OATP1A2 koji su ekspresovani u
endotelijalnim ¢éelijama krvno-mozdane barijere (Gao i sar., 2000; Hagenbuch i sar., 2002).
Osim toga, potvrdeno je postojanje mOatp u mi§jim mozdanim ¢elijama, a koji su odgovorni
za transport kongenera mikrocistina (Feurstein i sar., 2009). Prisustvo transportera, zajedno
sa dobrom prokrvljenoséu mozga moze da ukaze da znacajne koli¢ine mikrocistina mogu da
stignu u ovaj organ preko krvno-mozdane barijere i dovedu do patologije mozga. Nakon ip i
peroralne administracije MC-LR se brzo pojavljivao u mozgu (Meriluoto i sar., 1990;
Nishiwaki i sar., 1994). Dokumentovane su i patoloske promene u mozgu miSeva tretiranih sa
toksi¢nim ekstraktom Microcystis aeruginosa (Falconer i sar., 1988). Takode, pacovi tretirani
sa mikrocistinima ispoljili su amneziju pri pronalaZenju i prostornom ucenju. Uporedo sa
memorijskim, primecena su i oksidativna oStecenja (Maidana i sar., 2006). Sli¢ni toksikoloski
efekti primeceni su 1 kod ljudi koji su bili izloZeni iv mikrocistinima kada je koriS¢ena
kontaminirana voda tokom procesa hemodijalize u Karuaru, Brazilu tokom 1996. godine
(Jochimsen 1 sar., 1998; Azevedo i sar., 2002). Kod pacijenata je dolazilo do otkazivanja

jetre, ali su se manifestovali i znakovi neurotoksi¢nosti, kao Sto su vrtoglavica, glavobolja,

140



Diskusija

zujanje u uSima, gubitak sluha i vida, vizuelni poremecaji, povra¢anje i mu¢nina. Ova nesreca
je izazvala smrt 60 izloZenih pacijenata (Pouria i sar., 1998).

Pored istrazivanja u Kini koja su pokazala da postoji veza izmedu ucestalosti
primarnog kancera jetre i prisustva mikrocistina u vodi za pice (Ueno i sar., 1996), radena su
i istrazivanja koja su pokazala pozitivnu korelaciju koncentracija mikrocistina u rekama i
jezerima sa ucestalosti kolorektalnog kancera. Stopa incidence kolorektalnog kancera bila je
znacajno veca u populaciji koja je pila vodu pripremljenu iz povrSinskih reka i jezera nego
kod onih koji su pili pripremljenu podzemnu vodu iz bunara (Zhou i sar., 2002). MC-LR unet
oralno se transportuje zucnim transportnim sistemom u jetru odakle moze ponovo da se
uvede u tanko crevo preko entero-hepati¢ne recirkulacije (Falconer i sar., 1992). Oralna
primena mikrocistina preko vode za pice, zajedno sa azoksimetanom inicijatorom tumora,
dovelo je do povecanja veli¢ine aberantnih crypt foci u debelom crevu izloZzenih miseva. MC-
LR koji recirkuliSe u tanko crevo moze da oSteti Celije sluzokoZe creva i moze stimulisati
preneoplasti¢ni rast tumora debelog creva (Humpage i sar., 2000a). Ip apliciran MC-LR moze
indukovati apoptozu celija gastrointestinalnog trakta kod miseva. Najznacajnije povecanje
indeksa apoptoze uoceno je u dvanaestopalatnom crevu, zatim u jejunumu i ileumu.
Prisustvo MC-LR u resicama moze da ukazuje da je Stetni efekat uzrokovan toksinima (Botha
i sar., 2004).

Cijanotoksini takode mogu dovesti do o$teéenja bubrega. MC-LR je izazvao
vaskularne, glomerularne i urinarne efekte na bubregu pacova. Primeceno je znacajno
povecanje urinarnog protoka, perfuznog pritiska, glomerularne filtracije 1 znaajnog
smanjenja frakcionog transporta natrijuma u tubulima. Histopatoloske analize su pokazale
prisustvo proteinskog materijala u urinarnom prostoru, $to sugerise o toksicnom delovanju na
bubrege (Nobre i sar., 1999). Hroni¢no izlaganje MC-LR i MC-YR moze dovesti do
oSte¢enja korteksa 1 medule bubrega pacova. Lezije su se uglavnom sastojale od oStecenih i
proSirenih tubula ispunjenih homogenom eozinofilnom materijom. Shodno tome, dugotrajna
izloZenost relativno niskim dozama mikrocistina predstavlja rizik za oSteCenje bubrega
(Milutinovi¢ i sar., 2002).

Mikrocistini imaju toksi¢ne efekte na reproduktivni sistem. MuZjaci miSeva koji su
bili ip izloZzeni mikrocistinima imali su smanjenu srednju telesnu teZinu, kao i srednju
apsolutnu tezinu testisa i epididimisa. Doslo je do atrofije testisa, struktura testisa je oStecena
1 prostor izmedu semenifernih tubula je bio povecan. Broj zrelih spermatozoida u
semenifernim tubulama je bio smanjen, $to ukazuje da mikrocistin oSte¢uje Sertolijeve i

intersticijalne celije. Dodatno, pokretljivost i vijabilnost spermatozoida je bila smanjena
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(Ding i sar., 2006). Toksi¢ni efekti cijanotoksina MC-LR i cilindrospermopsina su uoceni i na
jajnicima kineskog hrcka (CHO-K1 ¢elije), gde je cilindrospermopsin pokazao veci toksi¢ni
efekat kroz citoskeletne i nuklearne, apoptoti¢ne i nekroti¢ne promene (Gacsi i sar., 2009).

Hroni¢no izlaganje relativno niskim dozama MC-LR predstavlja rizik za oStecenje
srca. Posmatrani toksi¢ni efekti na srcu pacova ukljucuju uvecéanje kardiomiocita, gubitak
popre¢nih brazdi ¢elija, smanjenje frakcije miofibrila, fibrozu i mononuklearnu infiltraciju u
intersticijalno tkivo. Dakle, ovaj organ takode moze biti ugrozen usled dugotrajnog izlaganja
cijanotoksinima (Milutinovi¢ i sar., 2006).

Cijanotoksini u vodi za pi¢e mogu da podstaknu razvoj tumora koze kod pacova i
miseva nakon inicijacije sa dimetilbenzantracenom (Fujiki i sar., 1989; Falconer i sar., 1991).
U modelu koze miSa, nakon topikalne aplikacije kancerogena i mikrocistina putem vode za
pic¢e doslo je do povecanja broja i tezine tumora u odnosu na kontrolu (Falconer i Buckley,
1989). Iako je mikrocistin primenjen oralno i dalje je uspeo da promoviSe rast tumora u
¢elijama koze, mada mehanizam nije razjaSnjen.

MiSevi su posle ip injekcije smrtonosne doze mikrocistina razvili plu¢nu trombozu
(Slatkin i sar., 1993). Niza ip doza vodenog ekstrakta toksi¢nog Microcystis aeruginosa
dovela je do oStecenja pluca kod miSeva: do inflamatornog procesa sa intersticijalnim
edemom i angazovanjem inflamatornih ¢elija i alveolarnog kolapsa (Picango i sar., 2004).
Sli¢no, ip ubrizgan MC-LR doveo je do brzog porasta impedance pluc¢a i inflamatornog
odgovora sa intersticijalnim edemom i regrutacijom inflamatornih ¢elija kod miseva (Soares i
sar., 2007). Tako su dva regruta u Engleskoj razvila ozbiljnu upalu plu¢a nakon kontakta sa
vodom koja je sadrzala toksi¢ni Microcystis aeruginosa (Turner i sar., 1990).

U istrazivanjima koja su sprovedena u okviru izrade ove teze, prethodno pomenute
studije 0 negativnim efektima cijanotoksina na navedene organe, predstavljale su osnov za
odabir 13 kancera (mozga; bronha i plu¢a; srca, medijastinuma i pluéne maramice; jajnika;
testisa; bubrega; Zzeluca; tankog creva; kolorektuma; retroperitoneuma i peritoneuma;
leukemija; malignog melanoma koZe uz primarni kancer jetre) ¢iji su epidemioloski podaci
statistiCki testirani u 17 okruga Centralne Srbije.

Na osnovu dobijenih rezultata, tri karakteristicne grupe su definisane. Prva grupa se
sastoji od oblasti sa ukupnim SCOR-om ve¢im od ili jednakim sa 4. To su oblasti u kojima je
ucestalost kancera zna¢ajna i mogu se smatrati kriticnim. Okruzi O3, 010, O14, 015 i O17
(Topli¢ki, Nisavski, Kolubarski, Sumadijski i Beogradski) pripadaju ovoj kriti¢noj grupi.
Dva okruga O1 i O2 (P¢injski i Jablanicki) predstavljaju grupu "zdravih" okruga ciji je
ukupni SCOR manji ili jednak sa -4. Preostalih devet okruga su u okviru proseka.
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U Sumadijskom okrugu, bodovi za tri kancera (mozga; srca, medijastinuma i pluéne
maramice; i leukemija) bili su znacajno iznad proseka. U Nisavskom okrugu SCOR za
primarni kancer jetre je bio znatno iznad proseka, kao $to je to bio slucaj i za kancer zeluca u
Toplickom okrugu. Pored toga, u Topli¢kom okrugu vrednosti incidence primarnog kancera
jetre, kao i peritoneuma i retroperitoneuma su bile iznad proseka. U Sumadijskom okrugu
iznad proseka su incidence kancera jajnika, kolorektuma, peritoneuma i retroperitoneuma,
kao 1 melanoma koze. U NiSavskom okrugu je osam kancera imalo incidence iznad proseka
(mozga, jajnika, testisa, kolorektuma, peritoneuma i retroperitoneuma kao i melanoma koze).

Ova tri okruga su poznata po pojavi cvetanja cijanobakterija u rezervoarima za
vodosnabdevanje, ¢ime se nametnula hipoteza da bi cijanotoksini mogli biti moguéi faktor
rizika za povecanje incidence ovih malignih bolesti. Medutim, kanceri su multifaktorijalne
bolesti, samim tim i drugi faktori rizika uticu na njihovu pojavu, ¢ime se mogu objasniti
visoke SCOR vrednosti u Beogradu i Kolubarskom okrugu. Takode, Beograd je glavni grad
Srbije, sa intenzivhom imigracijom i emigracijom, $to bi moglo da uti¢e na ucestalost
zabelezenih malignih oboljenja u ovom okrugu, dok je Kolubarski okrug poznat po metalnoj
industriji.

Srednja vrednost za tri kriti¢na okruga u odnosu na sve ostale okruge Centralne Srbije
je bila statisticki znaCajno veca za posmatranih deset kancera: jetra; mozak; srce,
medijastinum i pleura; jajnika; testisa; zeluca; kolorektuma; peritoneuma i retroperitoneuma;
leukemije; kao i koze. Sa druge strane, nema uocene statisticki znacajne razlike za kancer
bubrega; tankog creva; bronha i plu¢a u tri kriticna okruga u odnosu na druge okruge
Centralne Srbije.

Epidemioloski podaci za pet kancera (mozga, jajnika, testisa, malignog melanoma
koze 1 jetre) u tri kriticna okruga, preostalim okruzima Centralne Srbije 1 Vojvodini su
medusobno poredeni. U slucaju svih pet vrsta kancera incidence su bile najvise u tri kriticna
okruga, zatim u ostatku Centralne Srbije, dok su najnize vrednosti zabelezene u Vojvodini.
Uocene razlike u ucestalosti kancera mogu potencijalno biti rezultat pojave toksi¢nih
proizvoda cvetanja cijanobakterija u vodi za pice.

Postoji moguénost da sekundarni metaboliti cijanobakterija deluju sinergisticki sa
drugim faktorima rizika i izazivaju povecanu ucestalost ispitivanih kancera. Cijanotoksini
mogu predstavljati novi, vazni i slabo istraZzeni spoljasnji hemijski faktor rizika u razvoju
kancera, a masovne pojave potencijalno toksi¢nih cijanobakterija mogu predstavljati latentnu
ali realnu pretnju po zdravlje ljudi i zivotinja. Rezultati epidemioloskih studija pokazuju
potencijalnu vezu cvetanja cijanobakterija u rezervoarima za vodosnabdevanje u okruzima
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Centralne Srbije sa pove¢anom incidencom pojedinih kancera. Oni mogu da sluze kao
upozorenje da cijanobakterijski toksini mogu predstavljati potencijalni faktor rizika ne samo
za primarni kancer jetre, ve¢ mozda i za neka druga maligna oboljenja. Direktan zakljucak
koji povezuje kancerogenezu kod ljudi sa prisustvom cijanobakterija i cijanotoksina u vodi za
pi¢e nije mogu¢ u ovoj vrsti istraZzivanja. Medutim, vazno je ista¢i mogucnost takvog ishoda,
posebno u svetlu svakodnevne, nekontrolisane degradacije kvaliteta voda, neadekvatnog
upravljanja izvorima vode za pice 1 prisustva cijanotoksina u brojnim vodenim ekosistemima
Srbije.

5.1.3. Akutna ekspozicija u slucaju cvetanja jezera Vrutci

U akumulaciji za vodosnabdevanje Vrutci krajem decembra 2013. godine, primeéena
je mrlja crvene boje. U narednim danima je do§lo do uveéanja obima plivaju¢ih materija i
pomeranja modro-crvene nakupine. Tamno purpurno-crvene plutajuce formacije vetar je
naneo u priobalje. Boja vode bila je primetno izmenjena, tamno purpurno-crvena i to ne samo
na povrSini nego i duz vodenog stuba. Analiza uzoraka vode ukazala je na to da je doslo do

cvetanja cijanobakterije Planktothrix rubescens (Slika 19).

Slika 19. Promena boje vode, pojava pene, prevlaka i nakupina u vidu “crvenog tepiha -
cvetanje Planktothrix rubescens u Jezeru Vrutci (Foto: Tijana Jeftic)
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5.1.3.1. Cvetanje cijanobakterije Planktothrix rubescens

Crvena cijanobakterija, koja je nekada bila poznata kao Oscillatoria rubescens, a sada
je reklasifikovana u Planktothrix rubescens prema Anagnostides i Komérek (1988),
predstavlja vrstu koja je najces¢e prisutna u hladnim vodama srednje Evrope (Reynolds,
1984) 1 juznijih subalpskih jezera (Garibaldi i sar., 2000). Generalno, filamentozne vrste roda
Planktothrix imaju sposobnost cvetanja u metalimnionu i postoje brojni primeri ovog
fenomena u Evropi: Cirisko jezero (Thomas i Mérki, 1949) i jezero Lucern (Zimmermann,
1969) u Svajcarskoj, zatim u Nordijskim zemljama (Skulberg, 1978; Lindholm i Meriluoto,
1991; Willén i Mattsson, 1997), Jezero Mondse (Dokulil i Jagsch, 1992) u Austriji, jezero
Nantua (Feuillade, 1994) i Lac du Bourget (Jacquet i sar., 2005) u Francuskoj, nekoliko
jezera u Nemackoj (Wiedner i sar., 2001; Padisék i sar., 2003), a takode i u jezerima Severne
Amerike (Edmondson, 1970; Klemer, 1976; Konopka, 1982; Konopka i sar., 1993). Cvetanje
vrste Planktothrix u metalimnionu je zna¢ajno jer se pokazalo da produkuje najvece koli¢ine
toksina po biomasi (Fastneri sar., 1999), a i tesko ga je iskoreniti (Feuillade i Druart,
1994; Buergi i Stadelmann, 2000; Ernst i sar., 2001; Jacquet i sar., 2005).

Planktothrix moze da opstane i da se razmnozava u metalimnionu zbog niza svojih
karakteristika. Kao prvo, njegove potrebe za svetlo§¢u i temperaturom su manje u poredenju
sa drugim fototrofnim mikroorganizmima (Van Liere, 1979; Feuillade i sar., 1992). Medu
cijanobakterijama, Planktothrix toleriSe najSiri spektar temperature u poredenju sa
predstavnicima rodova Microcystis, Anabaena i Aphanizomenon (Foy i sar., 1976; Post i sar.,
1985). Na primer u jezeru Steinsfjorden, Norveska, najveca populacija Planktothrix spp. je
pronadena u metalimnionu (10-14 m dubine) pri temperaturi 10-14°C (Halstvedt i sar.,
2007).

Planktothrix rubescens poseduje pigment fikoeritrin koji ovoj cijanobakteriji daje
crvenu boju, a fikobilini u procesu fotosinteze joj omogucuju da koristi ceo spektar (od 400
do 700 nm) fotosintetiCki aktivne radijacije, zbog Cega 1 pri slaboj svetlosti 1 na velikim
dubinama ima sposobnost fotosinteze (Reynolds, 1997; Chorus i Bartram, 1999). Sa druge
strane, ovu vrstu fotoinhibise jaka iradijacija (Chorus i Bartram, 1999). Zbog navedenih
razloga Planktothrix moze da se odrzi u metalimnionu tokom letnje stratifikacije, ali i na
ve¢im dubinama pri slabijoj svetlosti 1 nizoj temperaturi, kao 1 tokom zime 1 jeseni u
epilimnionu kada su dani kra¢i i hladniji, sa manje sunéeve svetlosti (Walsby i Schanz,
2002; Davis i sar., 2003).
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U metalimnionu dostupnost nutrijenta moze biti dobra, a i smanjena je kompeticija sa
drugim fotosintetickim organizmima. Takode, za razliku od vecine cijanobakterija,
Planktothrix ima moguc¢nosti da koristi fosfor neorganskog i organskog porekla (Feuillade,
1994). Na osnovu toga ova cijanobakterija ima veliku mo¢ prezivljavanja, a to otezava njeno
iskorenjivanje. Tako su i Jacquet i saradnici (2005) utvrdili da se uspe$nost Planktothrix
rubescens u jezeru Lac du Bourget, Francuska, zasniva na sposobnosti koris¢enja organskog
fosfora, a smanjenje svetlosti i toplije zime uz raniju stratifikaciju dale su konkurentnu
prednost ovoj cijanobakterijskoj vrsti, dok je doslo do smanjenja zastupljenosti drugih vrsta
fitoplanktona.

Halstvedt i saradnici (2007) su analizirali sezonsku dinamiku i vertikalnu distribuciju
Planktothrix spp. u jezeru Steinsfjorden u juzno-isto¢noj Norveskoj. Tokom proleca usled
mesanja vodenog stuba ova cijanobakterija je bila rasporedena Sirom vodenog stuba. U maju,
kada se pocela formirati stratifikacija, Planktothrix se akumulirao u metalimnionu na dubini
od 10-14 m gde je ostao do kraja avgusta. U septembru populacija se podizala ka povrSini, a
sa meSanjem vode rasirila se ponovo po ¢itavom vodenom stubu. Maksimalni biovolumen
Planktothrix je dostigao u novembru na 11 m dubine, a do velikog pada brojnosti je doslo u
januaru naredne godine, kada su akumulirani filamenti plutali na povrsini jezera odmah ispod
ledenog pokrivaca.

Legnani i saradnici (2005) su opisali slicnu sezonsku dinamiku i vertikalnu
distribuciju vrste Planktothrix rubescens u Jezeru Pusiano u severnoj lItaliji. Preostali
filamenti od proslogodi$njeg cvetanja koji su preziveli zimu predstavljali su inokulum za novi
razvoj cijanobakterijske populacije. Tokom februara i marta trihomi Planktothrix rubescens
su bili rasprostranjeni $irom vodenog stuba, ali najvise u gornjoj eufoti¢noj zoni.
Odgovarajuci uslovi 1 pre svega dostupni nutrijenti dali su kompetitivnu prednost ovoj vrsti,
usled ¢ega je doslo do znacajnog povecanja brojnosti tokom aprila. Ova izrazita dominacija je
prekinuta tokom leta. Pri letnjoj stratifikaciji Planktothrix rubescens je nastanjivao
metalimnion, medutim usled jake kiSe koja je pala u julu povecala se providnost vode 1
samim tim svetlost je bila jaca, iz tog razloga Planktothrix rubescens se morao povuéi u vecu
dubinu, $to je dalo prostora za razvoj drugih cijanobakterijskih vrsta, kao $to su Microcystis i
Aphanothece. Njihov razvoj je doveo do smanjenja nutrijenta u visim slojevima vodenog
stuba, §to je primoralo Planktothrix rubescens da ostane na ve¢im dubinama od 8 do 15 m do
kraja avgusta, kada je opet doSlo da porasta njegove brojnosti. Medutim, pad brojnosti je
usledio opet u novembru nakon intenzivnih poplava. Na ovom primeru se jasno vidi kako

bioticki 1 abioticki faktori u okviru jezera mogu da uticu na dinamiku ove vrste.
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Michelleti i saradnici (1998) su takode ilustrovali fenomen cvetanja, prostorni
raspored i vremensku dinamiku populacije Planktothrix rubescens u Ciriskom jezeru tokom
1995. godine. U leto (190. dan) malobrojna populacija cijanobakterija nastanila je sloj vodene
kolone izmedu dubina 10 i 15 m. Ve¢ devet dana kasnije (199. dan, 19. jul), cijanobakterije
su uvecale populaciju i to prema dnu, verovatno se krec¢uci u pravcu rasta koncentracije
dostupnog fosfora Cije je prisustvo posledica mineralizacije istaloZzene organske materije. Od
avgusta (214. dana) cijanobakterijska populacija je znacajno uvecana. Opisana dinamika se
odigrava na dubini od oko 15 m, §to je potpuno nevidljivo posmatra¢u. Usporeno cvetanje je
rezultovalo da do kraja avgusta (242. dana) populacija cijanobakterija zauzima ¢itavu vodenu
kolonu, rastu¢i od dna i1 pojavljujuci se na povrsini. Vremenom populacija polako raste i
penje se ka povrsini, ali pik ostaje izmedu dubina 10 i 15 m. I u oktobru (289. dana) kada je
ve¢ u toku vertikalno konvektivno meSanje, brojnost populacije ima jasno naglasen pik na
dubini od 10 m. Naime, cijanobakterije poseduju gasne vakuole koje im omogucavaju da se
pomeraju u vertikalnom pravcu, traze¢i optimalne uslove, uprkos vertikalnim pomeranjima
vodene mase (Reynolds, 1987). U novembru (312. dana), vertikalni profil brojnosti
populacije je relativno ujednacen, ali je najveca brojnost na samoj povrsSini, a najmanja na
dnu. Moguce je da se slican scenario odigrao i u akumulaciji Vrutci, gde je Planktothrix
rubescens bio stacioniran na ve¢im dubinama i da mu je populacija rasla prema gornjim
slojevima vode, pojavljujuci se u decembru na povrsini jezera.

Pretpostavlja se da je cijanobakterija Planktothrix rubescens pocela intenzivnije da se
razvija u jezeru Vrutci u periodu izmedu 2009. i 2011. godine kada je dosSlo do znacajnog
povecanja internog optere¢enja u uslovima promene reZima ispustanja vode iz akumulacije.
Analize koje je izvrSila Agencija za zaStitu zivotne sredine u septembru 2011. godine (Deni¢ i
sar., 2014) pokazala je poviSeni nivo suspendovanih materija, pad sadrZaja rastvorenog
kiseonika po dubini, niske vrednosti rastvorenog kiseonika i procenat zasi¢enja vode
kiseonikom (deficit kiseonika), Sto ukazuje na pogorSanje kvaliteta vode, svrstavajuci
akumulaciju Vrutci u 111 1V Klasu voda.

Tokom operativnog monitoringa akumulacije Vrutci 2012. godine, obavljeno je
terensko ispitivanje (tri puta godi$nje). Kod brane i na sredini akumulacije u gornjim
slojevima vode, u fitoplanktonu je uocena dominacija silikatnih i vatrenih algi, a prisustvo
cijanobakterija nije zabelezeno. Na ulazu u akumulaciju, takode u povrSinskim slojevima
vode, konstatovana je dominacija silikatnih algi, ali 1 prisustvo cijanobakterija, pri ¢emu
njihova brojnost nije prelazila 5 % u odnosu na ukupnu brojnost fitoplanktona tokom 2012.

godine. Zastupljenost vrste Planktothrix rubescens tada je iznosila 0,32 % u odnosu na
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ukupnu brojnost fitoplanktona. Krajem avgusta 2012. godine u hipolimnionu na dubini od
26,5 m naden je povecan sadrzaj kiseonika, odnosno saturacija od 62 %, Sto ukazuje na
mogucnost prenamnozavanja vrste Planktothrix rubescens ve¢ u tom periodu, ali u dubljim
slojevima akumulacije (Deni¢ i sar., 2014).

Kako tokom 2013. godine Agencija za zaStitu Zivotne sredine nije vrsila analize vode
iz akumulacije Vrutci, nema podataka o stanju tog ekosistema, promenama kvaliteta vode,
progresiji eutrofizacije i prisustva cijanobakterija. U toj godini prvi rezultati su dobijeni tek u
decembru, nakon $to je primeceno cvetanje cijanobakterija. Po zavrSetku fizicko-hemijskih
analiza jezerske vode u decembru 2013. godine, konstatovano je znacajno pogorsanje
kvaliteta vode i na osnovu dobijenih rezultata, prema Pravilniku o parametrima ekoloskog i
hemijskog statusa povrSinskih voda i parametrima hemijskog i1 kvantitativnog statusa
podzemnih voda (SI. glasnik RS, br. 74/2011), voda je klasifikovana kao povrsinska voda
pete klase odnosno loseg ekoloskog statusa.

Prve kompletnije analize tokom cvetanja (uzorak od 23. decembra 2013.) obavljene
su u Institutu za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovi¢ Batut”, referentnoj ustanovi za
ispitivanje prisustva i determinaciju algi. Dobijeni rezultati su potvrdili prisustvo
cijanobakterijske vrste Planktothrix rubescens i to u broju od oko 10 000 c¢elija/L u
precis¢enoj, dezinfikovanoj vodi sa postrojenja i oko 1 000 ¢elija/L u uzorku vode iz mreze
(http://uimenaroda.rs/cache/watermark/15de82f9ff01b65cfac16752419b8alf.jpg).

Republicka sanitarna inspekcija je donela odluku o zabrani upotrebe vode za pice 1
pripremanje hrane i da se ne preporucuje kori$¢enje nakon prokuvavanja, kao i uputstvo da se
voda sa  postrojenja  moze  koristiti  samo u  sanitarno-tehni¢ke  svrhe,
(http://www.blic.rs/Vesti/Drustvo/430536/Uzice-Zagadjena-voda-u-prodavnicama-razgrabljena-
flasirana). Ovako brza reakcija nadleznih organa je bila znacajna jer je sprecila izlaganje ljudi
cijanobakterijama 1 njthovim toksinima, a time su spreCene 1 potencijalne zdravstvene
posledice koje mogu nastati usled delovanja cijanotoksina koje ova vrsta moze da produkuje.

Po nalogu Republicke vodoprivredne inspekcije, Agencija za zastitu zivotne sredine
je 31. decembra 2013. godine izvrSila uzorkovanje vode iz akumulacije Vrutci (Tabela 33).
Uzorkovanje je sprovedeno na tri lokaliteta: kod brane (u blizini vodozahvata (oznaka A)), u
centralnom delu akumulacije (B) i na ulazu u akumulaciju (C). Na sva tri lokaliteta uzeti su
uzorci iz povrsinskog sloja vode (0,5 m ispod povrSine), a na lokalitetu kod brane uzeti su
uzorci po vertikalnom profilu akumulacije sa 3, 6, 10, 15, 20 i 27 m dubine. Dubina

akumulacije na ovom lokalitetu iznosila je 30 m. Konstatovana je totalna cirkulacija vode sa
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uslovima homeotermije, jer je temperatura vode bila ujednacena od povrSine do dna

akumulacije (5,6°C u povrsSinskom sloju vode, a 5,5°C na dubini od 30 m).

Tabela 33. Brojnost i biomasa fitoplanktona i vrste Planktothrix rubescens u

akumulaciji Vrutci 31.12.2013. godine (Agencija za zastitu Zivotne sredine)

Mesto | Dubina Br.trihoma Br.éelija Ukupan br. ¢elija Biomasa Uk_upna biomasa
(m) P. _rubescens P. r’ubescens fltoE)Ianktona P. rubescgns f|toplankt2na
(trihom/mL) (¢el/mL) (¢el/mL) (mg/dm™) (mg/dm™)

0,5 266 88312 89104 9,53 10,64
3,0 228 75696 76368 8,17 10,11
6,0 250 83000 83276 8,96 9,64

A 10,0 298 98936 99252 10,68 11,66
15,0 248 82336 82848 8,9 10,28
20,0 201 66732 67008 7,20 7,98
27,0 140 46480 46852 5,01 6,08

B 0,5 262 86984 87208 9,39 9,89

C 0,5 325 107900 109414 11,64 14,13

Mesta uzorkovanja: A-lokalitet u blizini brane u najdubljem delu akumulacije,

B-centralni deo akumulacije i C-najpli¢i deo, na ulazu u akumulaciju.

Na osnovu podataka o broju ¢elija Planktothrix rubescens u akumulaciji Vrutci, moze
se videti da je najmanja brojnost od 46 480 celija/mL zabeleZzena na najdubljem delu
akumulacije kod brane, a najveca u najplicem delu na ulazu u akumulaciju sa ¢ak 107 900
¢elija/mL. Kod brane u vertikalnom profilu najveca brojnost zabelezena je na 10 m dubine
(98 936 celija/mL). Na osnovu predloga SZO za vode u svrhu vodosnabdevanja, ove
vrednosti spadaju u kategorije opasnosti srednjeg stepena (od 2 000 cijanobakterijskih
¢elija/mL), pa ¢ak i opasnosti visokog stepena (od 100 000 cijanobakterijskih ¢elija/mL).
Kada se ove vrednosti posmatraju sa aspekta primene vode u rekreativne svrhe i ovde se
stanje vode iz akumulacije Vrutci ubraja u kategoriju srednjeg stepena (od 20 000
cijanobakterijskih ¢elija/mL) i opasnosti visokog stepena (preko 100 000 cijanobakterijskih
¢elija/mL), $to podrazumeva srednju zdravstvenu opasnost sa Kratkotrajnim zdravstvenim
negativnim posledicama (iritacije koze 1 sluzokoZe, intestinalne tegobe) kao i1 hroni¢na
obolenja, odnosno visoku zdravstvenu opasnost sa dodatnom mogucnosti akutnog trovanja sa
letalnim ishodom.

Sto se ti¢e analiziranja prisustva cijanotoksina u uzorcima vode iz akumulacije Vrutci,
usled nepostojanja mogucnosti za obavljanje detaljnijih analiza u nasoj zemlji, uz pomo¢
SZO je dogovorena saradnja i slanje uzoraka vode u laboratoriju Nemacke Federalne agencije

za za$titu zivotne sredine, koja je ponudila pomo¢ u dodatnom ispitivanju toksina. Rezultati
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ispitivanja vode iz uzickog vodovoda, pokazali su da su vrednosti MC-LR u vodi za pice
ispod GV koju propisuje SZO. Analize su takode potvrdile odsustvo drugih toksina u
analiziranoj vodi za pice
(http://uimenaroda.rs/cache/watermark/4c086e621a8cad27563ee9178bce082d.jpg).

Tokom ovog istrazivanja, toksi¢nost pomocu bioeseja A. salina nije uo¢ena u uzorku
vodovodne vode, kao ni u vodi iz jezera sa manjih dubina, ali je rasla sa vecom dubinom, pa
je na 14 m uocen znacajan nivo toksicnosti. Ovo je u skladu sa biologijom vrste i njenom
karakteristicnom niSom u metalimnionu, na dubinama od 10 do 15 m (brojnost Planktothrix
rubescens kretala se od 82 336 do 98 936 c¢elija/mL), na kojim je takode uo¢eno cvetanje ove
vrste npr. u Norveskom (Halstvedt i sar., 2007) i CiriSkom jezeru (Micheletti i sar., 1998).

Vazno je ista¢i da je biomasa u bioeseju pokazala vrlo visoku toksi¢nost (kako
intracelularna, tako i ekstracelularna komponenta), $to je potvdeno i LC-MS/MS analizama
kojom je detektovano znaéajno prisustvo mikrocistina (dmMC-RR 11,694 i 18,492; dmMC-
LR 3,690 i 4,564; MC-LR 0,053; MC-YR 0,020 i 0,036 mg/L). Po ovom parametru, zbog
prisustva toksi¢ne biomase, voda u akumulaciji Vrutci bi sa rekretivnog aspekta predstavljala
opasnost visokog stepena i pretnju za veliku zdravstvenu ugrozenost (preko 0,02 mg MC/L).

U jezerskoj vodi uzorkovanoj u aprilu 2014. godine detektovano je 2,1 ug/L dmMC-
RR, a u vodovodnoj vodi uzorkovanoj u januaru iste godine detektovano je 5,7 ug/L dmMC-
RR. lako su u pitanju visoke koncentracije koje prevazilaze GV za MC-LR (1 pg/L LDsg 50
ug/kg), detektovan je drugi tip mikrocistina dmMMC-RR kome se u zavisnosti od strukture
LDso kre¢e od 180 do 250 pg/kg (Sivonen i Jones, 1999) i manje je toksi¢an od MC-LR.

Mikrocistini su detektovani i u ribi iz rezervoara Vrutci izlovljenoj u jesen 2013.
godine 1 aprila 2014. godine. Zbog navedenih rezultata i1 viSenamenskog koriS¢enja
akumulacije Vrutci, gradani UZica su mogli biti izloZeni cijanobakterijama 1 njthovim
toksinima na viSe nacina. Pored osnovne namene akumulacije Vrutci, u svrhu
vodosnabdevanja, Uzi¢ani su akumulaciju koristili 1 u rekreativne svrhe. Obale akumulacije
se ve¢ viSe godina koriste kao odrediSte za kampovanje 1 ribolov, a u letnjim mesecima za
kupanje i druge rekreativne aktivnosti. U ovom slucaju, putevi ekspozicije cijanotoksinima
mogli bi biti upotrebom kontaminirane vode za pice, tokom rekreativnih aktivnosti kada
moze do¢i do slucajnog gutanja neispravne vode, inhalacije kapljica vode, a prvenstveno
samog dermalnog kontakta sa vodom, kao i ishranom kontaminiranom ribom. Sumirani

dogadaji pre i nakon cvetanja u akumulaciji Vrutci predstavljeni se u Tabeli 34.
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Tabela 34. Dogadaji pre i nakon cvetanja u akumulaciji Vrutci

Datum

Dogadayj

2009. i 2011.

Znacajno povecanja internog optereéenja u uslovima promene rezZima
ispustanja vode iz akumulacije Vrutci. Moguca pojava cijanobakterje
Planktothrix rubescens

Septembar 2011.

Pogorsanje kvaliteta vode-poviSeni nivo suspendovanih materija, pad
sadrzaja rastvorenog kiseonika po dubini, niske vrednosti rastvorenog
kiseonika i procenat zasi¢enja vode kiseonikom, Agencija za zastitu
zivotne sredine

2012.

Prisustvo cijanobakterija na ulazu u akumulaciju u povrsinskim
slojevima vode (5 % ukupne brojnosti fitoplanktona) i Planktothrix
rubescens (0,32 % ukupne brojnosti fitoplanktona)

Avgust 2012.

Povecan sadrzaj kiseonika u hipolimnionu na 26,5 m dubine (saturacija
62 %)-moguénost prenamnozavanja Planktothrix rubescens, Agencija
za zastitu zivotne sredine

2012.i 2013.

Povecan broj obolelih od koZnih i gastrointestinalnih oboljenja gradana
UZica

Jesen 2013.

U miSi¢nom tkivu ribe iz jezera Vrutci detektovan MC-RR (0,082
ng/mg) i dnMC-RR (0,018 ng/mg)

Decembar 2013.

Primecene crvene nakupine na povrsini jezera Vrutci, kao i promene
boje jezerske vode i njenog mirisa. Prime¢eno manje uginuce riba

23. decembar 2013.

Potvrda cvetanja Planktothrix rubescens, “Dr Milan Jovanovi¢ Batut”

26. decembar 2013.

Izolovane cijanobakterije u preciS¢enoj, dezinfikovanoj vodi sa
postrojenja (10 000 ¢elija/L) 1 u vodi iz mreze (1 000 ¢elija/L)
MC-LR ispd 1 pg/L, “Dr Milan Jovanovi¢ Batut”.

Voda higijenski neispravna-zabrana upotrebe vode za pice i
pripremanje hrane, voda sa postrojenja moZze da se koristiti samo u
sanitarno-tehnicke svrhe, i ne preporucuje se koris¢enje nakon
prokuvavanja, Republic¢ka sanitarna inspekcija

31. decembar 2013.

Brojnost Planktothrix rubescens najveca u najplicem delu na ulazu u
akumulaciju (107 900 ¢elija/mL) i kod brane na 10 m dubine (98 936
¢elija/mL), Agencija za zastitu Zivotne sredine

Januar 2014.

Vrednosti MC-LR u vodi za pice ispod GV SZO, odsustvo drugih
toksina, Laboratorija Nemacke Federalne agencije za zaStitu zivotne
sredine posredstvom SZO

Januar 2014.

Artemia test: mortalitet nije zabeleZen u vodovodnoj vodi i jezerskoj
vodi sa manjih dubina, na ve¢im dubinama (14 m) dobijen je znacajan
nivo toksi¢nosti, a u biomasi vrlo visoka toksi¢nost.

LC-MS/MS: u biomasi su detektovani dmMC-RR (18,492 mg/L),
dmMC-LR (4,564 mg/L), MC-LR (0,053 mg/L) i MC-YR (0,036
mg/L);

u vodovodnoj vodi dmMC-RR (5,7 pg/L)

Januar 2014.

Uspostavljen alternativni vodovod sa Susickih vrela

April 2014.

U jezerskoj vodi detektovan dmMC-RR (2,1 pg/L), u tkivu ribe (misici
i iznutrice) dmMC-RR (0,117 i 6,891 ng/mg), dmMC-LR (0,050 i
0,781 ng/mg) i MC-RR (0,066 ng/mg)
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5.1.3.2. Potencijalne zdravstvene posledice usled kontakta sa kontaminiranom vodom

U cilju ispitivanja ekspozicije i uticaja cijanobakterijskog cvetanja hidroakumulacije
Vrutci na zdravstveno stanje ljudi, sproveden je i analiziran upitnik koji je popunilo 320
gradana UZica, starosti od 17 do 83 godina, pri ¢emu je veci broj ispitanika bio zenskog pola.
Vecina ispitanika u toku zabrane nije koristila vodovodnu vodu za pice (69,3 %), ipak neki su
to ¢inili povremeno (22 %) a neki svakodnevno (8,7 %). Oko polovine ispitanika (53,5 %)
nije koristila vodovodnu vodu za spremanje hrane, dok je druga polovina to radila povremeno
ili svakodnevno (27,5 % i 19 %). S obzirom da se kuvanjem ne uniStava veéina poznatih
cijanotoksina (Dietrich i Hoeger, 2005) ljudi su ovim putem mogli do¢i u kontakt sa
cijanotoksinima. Vodovodnu vodu za li¢nu higijenu (pranje ruku, zuba, umivanje)
svakodnevno je koristilo 76,7 % ispitanika i za tusiranje 80,4 %, a tokom tuSiranja, ukoliko
postoji kontaminacija vode, takode moze do¢i do dermalnog kontakta sa toksinima, §to moze
da dovede do razli¢itih oblika dermatitisa (Codd i sar., 2005). Vise od polovine ispitanika (55
%) je primetilo promenu mirisa, ukusa i boje vode, a neki od njih su je i uprkos tome koristili.
Naravno, neka od ovih opazanja mogu biti autosugestivna s obzirom na date okolnosti.

Jezero Vrutci je posecivalo 58 % ispitanika, neki se bave kupanjem, pecanjem,
veslanjem, biciklizmom, planinarenjem i Setnjom. Jedan isitanik je odgovorio da od 2013. ne
ide na jezero, a svega tri su navela objasnjenja da ne idu na jezero iz razloga $to to nije mesto
za boravak 1 rekreaciju jer se ta voda koristi za pi¢e. Promene u vodi jezera u vidu pojave
pene, prevlake ili nakupine, promene boje vode i neprijatanog mirisa primetilo je 146
ispitanika, a 46 od njih je doslo u kontakt sa tim promenama. Ove promene U vodi Su
standardne manifestacije cvetanja cijanobakterija, a kao posledica cvetanja cijanobaterija
moze doci do trovanja ljudi 1 Zivotinja.

Na jezeru Vrutci 29 ispitanika je videlo uginule zivotinje i to ve¢inom ribu. OceviCi
su opisali uginu¢e manjeg broja riba, pri ¢emu su ribe plivale dezorijentisano, bo¢no i u krug,
a kod uginule ribe moglo se uoditi intenzivno crvenilo u predelu Skrga (Slika 20). Ispitanici
su navodili 1 druge uginule Zivotinje kao $to su patke, pevac, jastreb, ovan, ovca, koza, krava,
konj i jazavac. Da li je uzrok uginuca ovih Zivotinja trovanje cijanotoksinima, nije moguce
utvrditi na ovaj nacin, ali svakako predstavlja upozorenje i zahteva dalja istraZivanja. Takode,
kuéni ljubimci, prvenstveno psi pojedinih ispitanika (21) su dosli u kontakt sa vodom (Slika
21), a neki od njih (13) potvrdili su naknadne zdravstvene probleme Zivotinja u formi:
promena na kozi, crvenila, iritacija i krasti, manjih alergija i bolova u stomaku, koji izmedu

ostalog mogu biti posledice delovanja cijanotoksina.
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e

Slika 21. Vidra i pas koji pije vodu iz akumulacije Vrutci (Foto: Ivetic, Izveitdj 2014

Cijanotoksini mogu da dovedu do brojnih zdravstvenih poremecaja kod ljudi.
Unosenje cijanotoksina putem vode za pice i tokom rekreativnih aktivnosti, putem direktnog
dermalnog kontakta ljudi sa toksinima, ingestijom kontaminirane vode i inhalacijom aerosola,
moze da izazove razvoj razli€itih oblika dermatitisa, alergije, svrab, peckanje, iritaciju koze i
o€iju, groznicu, vrtoglavicu, respiratorne i gastrointestinalne smetnje (videti Sviréev i Baltic,
2011). U Uzicama, nakon decembra 2013. ispitanici i njihovi ¢lanovi porodice su se zalili na:
stomacéne tegobe, iritacije koze, oCiju 1 ucestale glavobolje, kao i probleme sa mokra¢nom
besikom, pritiskom, vrtoglavicom i dugotrajnim suvim kasljem. Neki od ovih zdravstvenih
problema mogu da se povezu sa cvetanjem cijanobakterija. Medutim, u poslednje tri godine
ovi zdravstveni problemi su bili sli¢ni, $to moze da ukaze da oni nisu rezultat delovanja
cijanotoksina, ali sa druge strane postoje indicije da je do pojave cijanobakterija u jezeru
Vrutci dolazilo 1 prethodnih godina, medutim takvi podaci nisu nigde javno objavljeni, te

izostaje definitivna potvrda ovih navoda.
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U cilju detaljnijeg razmatranja potencijalnog uticaja cijanotoksina na zdravlje ljudi u
saradnji sa Zavodom za javno zdravlje Uzice, prikupljeni su podaci o broju obolelih gradana
od odredenih oboljenja koja se mogu dovesti U vezu sa cvetanjem cijanobakterija, a to su
oboljenja sistema za varenje i oboljenja koze i podkoznog tkiva.

Tokom 2013. godine uocen je blagi porast obolelih Uzi¢ana od bolesti sistema za
varenje, usled ¢ega se oboljenja creva i potrbuSnice potencijalno mogu dovesti u vezu sa
pojavom cvetanja cijanobakterija u akumulaciji Vrutci. Sa druge strane, u slu¢aju oboljenja
koze iako se poslednjih godina konstatuje trend uvecanja broja obolelih, u 2013. godini broj
obolelih se smanjio. Ukoliko se pretpostavi da je odredeni procenat ljudi oboleo usled
koris¢enja vode iz akumulacije Vrutci u rekreativne svrhe, prvenstveno za kupanje, onda se
to smanjenje broja obolelih u 2013. godini, u odnosu na prethodnu godinu, moZze objasniti
umerenim letom, sa ne tako visokim temperaturama, ve¢om koli¢inom padavina, pa samim
tim i smanjenjem rekreativnih aktivnosti na vodi.

Sto se ti¢e obolelih od malignih bolesti u UZicu, istiée se veliki broj obolelih od raka
pluca i dojke. Od 13 maligniteta koji su prouc¢avani u Centralnoj Srbiji, u Uzicu najvisi je bio
broj obolelih od raka kolona i rektuma, a ostali analizirani kanceri su bili u okviru niskih
vrednosti. Tokom ispitivanog perioda od 2002. do 2012. godine kancer jetre je belezio blag
porast od 2007. do 2010., a u poslednje dve godine broj obolelih je bio manji.

Zabelezen broj obolelih od kancera zavisi od niza faktora, da li se i kada oboleli
obratio lekaru, u kom stadijumu bolesti, da li se podvrgao le¢enju i na koji nacin, i sli¢no.
Zatim, vazni su i uslovi u kojima pacijent zivi, zivotne navike i stil Zivota (nacin ishrane,
konzumacija alkohola, puSenje i drugo). Poznato je da su kanceri multifaktorijalne bolesti, a s
obzirom da u UZicu nisu dodatno praceni drugi faktori rizika, ne mogu se doneti pouzdani
zakljucci o pojavi kancera. Na osnovu izloZenih podataka ne moze sa konstatovati da postoji
korelacija izmedu posmatranih kancera i cvetanja cijanobakterija u akumulaciji Vrutci.

Za jasniju i precizniju diskusiju o pojavi kancera pre 2013. godine bilo bi neophodno
znati detalje cvetanja cijanobakterija pre 2013. godine, a takvi podaci ne postoje. Zbog toga
se povezanost zdravstvenih problema stanovnika grada Uzica sa cvetanjem toksicnih
cijanobakterija u jezeru Vrutci moze ispitivati samo za period od decembra 2013. godine
kada je zvanicno konstatovano cvetanje. Pored toga, zdravstveni problemi izazvani
cijanobakterijama i cijanotoksinima mogu biti rezultat hroni¢nog izlaganja i potrebno je da
prode vise vremena da bi se mogle uociti neke anomalije. Neophodno je nastaviti sa
pracenjem epidemioloSkih podataka, posebno u godinama koje dolaze, u cilju preciznije

analize uticaja cvetanja na zdravstveno stanje stanovnika UZica.
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5.2. Put izlozenosti cijanotoksinima preko kontaminirane ribe

Ribe imaju vaznu ulogu u odrzavanju stabilnosti vodenog ekosistema, zbog polozaja
koji zauzimaju u vodenim lancima ishrane, a sluze i kao izvor hrane za ¢oveka. Sa druge
strane, cijanobakterije su bitna komponenta ishrane za mnoge ribe (Zurawell i sar., 2005).
Cijanobakterije su Siroko rasprostranjeni mikroorganizmi koji su prisutni u ribnjacima sirom
sveta, pa i u naSoj zemlji. S obzirom da ribe Zive u vodenoj sredini one mogu na razlicite
nacine da dodu u kontakt sa cijanobakterijama i1 njihovim toksinima, $to moze negativno da
uti¢e na rast, razvoj, razmnozavanje, pa i sam opstanak riba (Oberemm i sar., 1999; Liu i sar.,
2002; Jacquet i sar., 2004; Dong i sar., 2009).

Izlaganje ribe se moze realizovati na dva osnovna nacina: prvi nacin je aktivno,
oralnim unoSenjem hrane bilo cijanobakterijskih celija i/ili drugih organizama koji su
akumulirali cijanotoksine. Drugi potencijalni nac¢in je pasivno, direktnim dodirom epitela
Skrga sa okolnom vodom koja sadrzi toksine. Medutim, kombinacija oba nacina izlaganja se
najcesce odvija u prirodnim uslovima (Malbrouck i Kestemont, 2006).

U slucaju akutnih trovanja, visoke doze cijanotoksina mogu da deluju letalno na
vodene organizme. Medutim, kada su doze subletalne, Zzivotinje mogu da prezive,
akumuliraju cijanotoksine i prenose ih kroz lance ishrane (Vasconcelos, 1999). Naime, deo
unetih cijanotoksina riba ekskretuje preko izmeta, a drugi deo se moze akumulirati u
razli¢itim organima ribe. Uoceno je da se mikrocistini, nodularin i saksitoksini akumuliraju u
tkivima razli¢itih vodenih organizama (Shumway, 1995; Xie i sar., 2005; Chen i Xie, 2005;
2005a; Chen i sar., 2005a; 2006a; Mazur-Marzec i sar., 2007; Karjalainen i sar., 2008; Romo
i sar., 2012). Primeceno je da se akumulacija mikrocistina prvenstveno odvija u jetri ribe, ali
takode i u miSi¢ima, crevima i drugim organima (Malbrouck i Kestemont, 2006).
Koncentracije mikrocistina su obi¢no najvece u crevima i jetri, zatim bubrezima i gonadama,
a najmanje u miSi¢cnom tkivu (Malbrouck i sar., 2003; Li i sar., 2004; Xie i sar., 2005).
Medutim, brojna istrazivanja su pokazala da se velike koliCine cijanotoksina mogu
akumulirati u miSi¢nom tkivu ribe koja je rasla u prirodnoj sredini i to u koncentracijama koje
prevazilaze GV i TDI (Magalhaes i sar., 2001; Magalhaes i sar., 2003; Soares i sar., 2004;
Xie i sar., 2005; Chen i sar., 2006a; Zhang i sar., 2009), a ako se takvo tkivo ribe koristi u
ishrani ljudi, ono moze da predstavlja zdravstveni rizik.

Pored bioakumulacije cijanotoksina postoji i moguénost njihove biomagnifikacije,

odnosno transfera toksina iz hrane do organizma, s tim da se viSa koncentracija moZe naci u
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organizmu nego u hrani (Hoffman i sar., 2003). Postoje nekoliko studija o biomagnifikaciji
cijanotoksina ali nalazi su oprecni, neki ukazuju na potencijalnu biomagnifikaciju (Xie 1 sar.,
2005; Zhang i sar., 2009), dok drugi nisu pronasli dokaze za ovu pojavu, moguée usled
biodilucije, detoksikacije, ekskrecije, razgradnje i/ili kovalentnog vezivanja cijanotoksina
(Ibelings i sar., 2005; Ibelings i Havens, 2008). Smith i Haney (2006) su pratili koncentracije
mikrocistina kroz lanac ishrane od fitoplanktona, preko zooplankton do ribe Lepomis
gibbosus, pri ¢emu su uocili transfer toksina od zooplanktona do ribe i njegovu akumulaciju u
tkivu jetre, ali nisu uocili biomagnifikaciju. U svakom sluc¢aju, mikrocistini su prisutni u
razli¢itim trofickim nivoima i mogu predstavljati opasnost za sve Clanove lanca ishrane.
Neophodno je pratiti prisustvo cijanobakterija i njihovih toksina u ribnjacima gde se uzgajaju
ribe za ljudsku ishranu, kao i kontrolisati koncentracije cijanotoksina u njihovim misi¢ima,
radi spreCavanja narusavanja kvaliteta hrane, a samim tim i spreCavanja potencijalnih

zdravstvenih komplikacija kod potrosaca.

5.2.1. Potencijalno izlaganje putem ishrane kontaminiranom ribom iz jezera Vrutci

U slucaju Vrutci jo$ jedan od potencijalnih puteva izlaganja ljudi cijanotoksinima je
putem kontaminirane ribe. Na osnovu podataka dobijenih iz ankete, u poslednje tri godine
cak 18 ispitanika se svakodnevno hranilo ribom, a njih 5 to praktikuje i nakon decembra
2013. Nekoliko puta nedeljno se ribom hrani mali broj ispitanika (5 pre i posle decembra), a
nesto viSe na mese¢nom nivou (23 ispitanika), ali je taj broj opao nakon cvetanja u
akumulaciji (7 ispitanika). Na godiSnjem nivou 17 % ispitanika je konzumiralo ribu iz ovog
jezera, dok je 68 % ispitanika u poslednje tri godine nisu konzumirali. lako postoji veliki
procenat ispitanika koji ne konzumiraju ribu iz jezera Vrutci, postoje i oni koji ovu ribu ipak
koriste u ishrani, pa ¢ak 1 nakon cvetanja akumulacije.

Misi¢no tkivo ribe uzorkovano tokom jeseni 2013. godine sadrzalo je 0,082 ng MC-
RR po mg misi¢nog tkiva i 0,018 ng dmMMC-RR po mg misi¢nog tkiva ribe. U uzorcima iz
aprila 2014. godine gde je analizirano zajedno misi¢no tkivo i iznutrice, u jednom uzorku su
detektovani dmMC-LR (0,117 ng/mg) i dmMC-RR (0,050 ng/mg), dok su u drugom uzorku
pronadeni: dmMC-LR (0,781 ng/mg), dmMC-RR (6,891 ng/mg) i MC-RR (0,066 ng/mg).
Razlike u koncentracijama toksina izmedu dva uzorka iz aprila mogu biti rezultat razli¢itih
lokaliteta na kojima su upecane ribe, kao 1 to da su u pitanju razliite vrste riba, a poznato je

da razlic¢ite vrste razli¢ito akumuliraju cijanotoksine u svojim tkivima (Deblois i sar., 2008).
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Prisustvo MC-RR i njegove dimetilovane forme u misi¢ima ribe uzorkovane u jesen
2013. godine mogu da ukaZu na postojanje cijanobakterija u akumulaciji i pre decembra te
godine. Vece koncentracije ovih toksina, ali i prisustvo dmMMC-LR u uzorcima iz aprila
naredne godine, se izmedu ostalog mogu objasniti analizom miSica i iznutrica zajedno, jer na
osnovu prethodnih istrazivanja, znacajno vece koncentracije toksina su pronadene u crevima i
jetri, u poredenju sa miSi¢ima riba (npr. Magalhaes i sar., 2001 (crevo 67,8, jetra 31,1, miSic¢
0,03 pg/g); Xie i sar., 2005 (crevo 22, jetra 7,8, misi¢ 1,8 pg/g); Chen i sar., 2006a
(crevo 97,5, jetra 6,8, miSi¢ 1,2 pg/g)). S obzirom da se prilikom pripreme ribe ociste
iznutrice i konzumira se samo miSi¢, ovo smanjuje rizik od izlaganja cijanotoksinima. Zbog
toga je generalna preporuka da se ne konzumiraju iznutrice riba ukoliko je cvetanje
cijanobakterija izrazeno. Medutim, iako se akumulacija cijanotoksina uglavnom odvija u
jetri, ona je moguca i u drugim organima (bubrezima, crevima, zucnoj kesi, slezini,
2003; Soares i sar., 2004; Xie i sar., 2005; Chen i sar., 2006a; Zhang i sar., 2009) i to u
visokim koncentracijama.

Vrednosti mikrocistina detektovane u tkivu ribe iz jezera Vrutci su visoke i prelaze
GV predloZene od strane SZO za MC-LR. Medutim, najtoksi¢nija forma ovog cijanotoksina
MC-LR (LDso 50 pg/kg) nije detektovana, dok je u najveéim koncentracijama detektovan
dmMC-RR (LDsp 180-250 pg/kg), a koji je kao i MC-RR (LDsp 600 pg/kg) manje toksican
od MC-LR (Sivonen i Jones, 1999), sto ublazava rizik od izlaganja ovim putem. Takode,
treba napomenuti da su navedene vrednosti izraZene u gramima suve teZine, te su u realnosti
ove vrednosti nize. Medutim, recovery za dmMC-LR je iznosio 93,51 %, za MC-LR 88,43
%, za dMMC-RR 49,23 % i za MC-RR 37,33 % $to ukazuje da postoji mogucnost da ovi
cijanotoksini nisu u potpunosti ekstrahovani iz tkiva ribe i da realne vrednosti mogu biti vece
od dobijenih, prvenstveno se to odnosi na MC-RR i njegovu dimetilovanu formu. Uzimajuci
sve navedeno u obzir, dobijene vrednosti mogu da se posmatraju kao procena koncentracije
mikrocistina u tkivima uzorkovane ribe, a za znacajnije zaklju¢ke o kvalitetu mesa ribe u
odnosu na prisustvo cijanotoksina je neophodno uraditi opseznija istraZzivanja. Posebno je
znacajno da se nakon detaljnih i planskih istrazivanja zdravstveni aspekt sagleda realno i sa
posebnom paZznjom. Do sada nema podataka o tome kako na ljudsko zdravlje deluje
konzumiranje vodenih organizama, ukljucuju¢i 1 ribe, sa akumuliranim cijanotoksinima 1 to

posebno nakon duzeg perioda konzumacije, §to zahteva dalja istrazivanja hroni¢nih efekata.
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5.2.2. Cvetanje cijanobakterija u ribnjacima-Stanje u Srbiji

Istrazivanje cijanobakterija u ribnjacima Srbije je pocelo 50-ih godina proslog veka.
Jedno od prvih istrazivanja je sprovedeno od 1949. do 1951. godine na jednom od najstarijih i
najvecih ribnjaka u Evropi-Ecka, koji se nalazi kod Zrenjanina, u trouglu reka Tisa, Begej i
Tamis. Tada su Milovanovi¢ i Zivkovié (1953) u ovom ribnjaku pronasli vrste Microcystis
aeruginosa, Microcystis flos-aquae, Microcystis marginata, Aphanizomenon flos-aquae i
Anabaena spp. Naredno odrediste ovih autora bio je ribnjak Zivaéa kod Beograda i ovde je
od 1951. do 1955. godine dolazilo do cvetanja Microcystis aeruginosa (Milovanovi¢ i
Zivkovié, 1959). Sledeée istrazivanje Milovanovié (1963) sprovodi od jula do septembra
1961. godine na ribnjaku Kolut gde je cvetao Microcystis aeruginosa, a bile su prisutne i
vrste Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena flos-aquae i Anabaena spiroides. Risti¢ i
saradnici (1979) su 1977. godine u ribnjaku Futog uodili prisustvo Anabaena sp., Anabaena
spiroides i Anabaenopsis sp. Nedavno je u Kapetanskom ritu, velikom ribnjaku kod Palica,
uoceno prisustvo invazivne i potencijalno toksi¢ne vrste Cylindrospermopsis raciborskii
(Ciri¢ i sar., 2010).

U skorije vreme pocela je da raste zabrinutost u pogledu zdravstvenih efekata koji
cijanobakterije 1 njihovi toksini imaju na same ribe i potencijalno na ljude koji u ishrani
koriste ribu koja sadrzi cijanotoksine, $to je dovelo do poveéanja broja istrazivanja na
ribnjacima. Veéina naSih istrazivanja su radena na ribnjacima u Vojvodini. Tokom ovih
istrazivanja (2010-2011 godine), =zabelezeno je cvetanje cijanobakterijskih vrsta
Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa, Phormidium foveolarum, Jaaginema
subtilissimum, Pseudanabaena limnetica i Geitlerinema amphibium, a kao posledica toga
detektovani su mikrocistini u vodi, mulju, makrofitama i tkivu ribe (Izvestaj Svetske Banke,
2011; Svir¢ev i sar., 2014).

Pocetkom januara 2014. godine doSlo je do masovnog pomora ribe (babuske) u
ribnjaku Dragocvet, kod Jagodine. Tada je u vodi pronaden Planktothrix agardhii, a u
tkivima uginule ribe (testirane su Citave jedinke) detektovan je MC-RR (0,081 ng/mg)

(neobjavljeni podaci).
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5.2.3. Cijanobakterije i cijanotoksini u ribnjacima, njihova akumulacija i efekti na
tkivo ribe

5.2.3.1. Cvetanje toksicnih cijanobakterija u ispitivanim ribnjacima Vojvodine

Tokom leta 2011. godine, doSlo je do cvetanja cijanobakterija u analiziranom
kompleksu ribnjaka u Vojvodini (Slika 22). Radi detekcije trofickog statusa ispitivanih
ekosistema, izvrSeno je merenje hlorofila a, ¢ija je koncentracija otkrila da se troficki status
kretao od mezo-eutrofnog do politrofnog (Tabela 22), koje odlikuje visoka koncentracija
hlorofila a. Ovaj zeleni pigment je najrasprostranjeniji oblik hlorofila medu fotosintetiCkim

organizmima, ukljucujuéi cijanobakterije, pa hlorofila a moze biti indikativan za njihovo

prisustvo.

Slika 22. Cvetanje cijanobakterija u ribnjacima Vojvodine 2011. godir?e l

Mikroskopski pregled i analize fitoplanktona potvrdili su prisustvo cijanobakterija u
uzorcima vode iz ribnjaka. Kvantitativne analize cijanobakterija su pokazale da veliki broj
¢elija cijanobakterija odgovara visokim koncentracijama hlorofila a. Samo je u jednom
ribnjaku broj ¢elija bio ispod 10 000 celija po mililitru (R6), dok su u preostalim bile

zabelezene vece vrednosti, ¢ime je potvrdeno cvetanje.
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U prirodnim uslovima, cvetanje moze da sadrzi viSe vrsta cijanobakterija, od kojih su
mnoge potencijalni proizvodaci razli¢itih cijanotoksina. Kvalitativne analize su pokazale
prisustvo 30 vrsta cijanobakterija, od kojih neke pripadaju rodovima koji imaju sposobnost
produkcije cijanotoksina. Na primer, proizvodnja mikrocistina potvrdena je kod rodova
Microcystis (Ripka i Hardman, 1992, Luukkainen i sar., 1994) koji je bio najbrojniji u
ispitivanim ribnjacima, kao i kod rodova: Leptolygbya (Silva i sar., 2014), Pseudoanabaena
(Marsalek i sar., 2003) Geitlerinema (Gantar i sar., 2009), Chroococcus (Neilan i sar., 2008),
Arthrospira (Ballot i sar., 2005), Anabenopsis, Aphanocapsa i Synechocystis (videti Hardy,
2011). Nekoliko autora je potvrdilo da rodovi kao §to su Anabaena (Sivonen i sar., 1992,
Namikoshi i sar., 1992, Rapala i sar., 1997, Halinen i sar., 2007, Fewer i sar., 2009, Belykh i
sar., 2011) i Phormidium (Teneva i sar., 2005, Izaguirre i sar., 2007, Wood i sar., 2010) mogu
da proizvode mikrocistine i saksitoksine. Nodularin stvara cijanobakterija Nodularia (Ripka i
Herdman, 1992; Lehtimaki i sar., 1994) na osnovu cega je ovaj cijanotoksin i dobio svoje
ime. Cak je u jednom od jezera (R7) pronadena invazivna tropska/suptropska cijanobakterija
Cylindrospermopsis raciborskii, koja ima sposobnost produkcije saksitoksina i
cilindrospermopsina (Hardy, 2011).

Imajuéi u vidu napred receno, nije bilo iznenadujuce kada je potvrdeno prisustvo
cijanotoksina u uzorcima vode iz ispitivanih ribnjaka. Vise koncentracije mikrocistina i
nodularina su detektovane u jezerima sa najve¢im brojem cijanobakterijskih ¢elija i visokim
koncentracijama hlorofila a (R2, R4, R8). U pet ribnjaka su takode detektovane niske
koncentracije saksitoksina, ukljucujuéi pomenuta tri ribnjaka. Toksi¢nost uzoraka vode iz
ispitivanih ribnjaka je potvrdena i u ranijim istrazivanjima, pomocu A. salina bioeseja i testa

inhibicije proteina fosfataze 1 (PP1) (Tabela 35) (Tokodi i sar., 2013, 2014).

Tabela 35. Toksicnost na osnovu bioeseja A. salina (prosecne vrednosti) i srednje
koncentracije MC-LR ekvi. dobijeni PP1 testom u uzorcima vode iz ribnjaka po grupama
(Tokodi i sar., 2013; 2014)

Septembar 2011. Novembar 2011.
Intracelularni Ekstracelularni Intracelularni Ekstracelularni
Ribnjaci sadrZaj sadrzaj sadrzZaj sadrzaj

Asalina| PP1 | Asalina| PP1 | Asalina| PP1 | Asalina| PP1

(%) | pg/L | (%) | pg/L | (%) | pgL | (%) | pg/L
R1,R2,R9,
R10,R12,R13 5,26 10,78 2,4 7,28 8,9 8,05 4,41 6,07

R3,R4,R11 21,72 | 28,53 6 1,66 55,85 | 23,38 6,8 10,53

R5R6,R7,R8 | 755 108,2 9,25 2,2 70,75 | 85,83 69,5 7,45
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5.2.3.2. Akumulacija cijanotoksina u tkivu ribe iz ispitivanih ribnjaka Vojvodine

Cijanobakterije 1 njihovi toksini se javljaju Sirom sveta u velikom broju ribnjaka i
jezera u kojima se odvija komercijalni i rekreativni ribolov i postoji zabrinutost u vezi
negativnih efekta koje mogu imati na kvalitet ribe i zdravlje ljudi koji ih koriste u ishrani.
Tako je na primer tokom istrazivanja u Kini prvi put u serumu 35 ribara utvrdeno prisustvo
MC-RR, MC-YR i MC-LR (prose¢no 0,39 ng/mL), a biohemijske analize su ukazale na
moguce oStecenje jetre (Chen i sar., 2009). Ribari su u periodu od 5 do vise od 10 godina pili
jezersku vodu u kojoj su cvetale cijanobakterije i jeli ribu i $koljke iz jezera. Pri tome, dnevni
unos kod ribara je procenjen na 2,2-3,9 ug MC-LR ekvi., dok TDI iznosi 0,04 pg/kg ili 2-3
Hg po osobi. Ovi rezultati ukazuju na postojanje rizika od hroni¢nog izlaganja mikrocistinima
i posledi¢nih zdravstvenih komplikacija, posebno kada su u pitanju populacije sa visokim
nivoem izlozenosti, kao $to je slu¢aj sa ribarima.

GV za MC-LR u ribljem mesu mogu da se izra¢unaju ukoliko TDI od 0,04 pg/kg
pomnozimo sa proseCnom tezinom odrasle osobe npr. 60 kg i faktorom za ovaj put
ekspozicije koji iznosi 0,2 a zatim se to podeli sa koli¢inom mesa ribe koja se konzumira,
recimo 0,1 kg. Dobijena vrednost iznosi 4,8 pg/kg mesa ribe. Ta vrednost moze da bude i
manja, ukoliko se racunaju vece porcije (200, 300 g) ili manja telesna tezina za decu (20 kg)
(Dietrich i Hoeger, 2005).

Vrednosti mikrocistina (oko 60 pg/kg) detektovane u 4 uzoraka misi¢nog tkiva ribe
Cyprinus carpio koja se koristi u ishrani, prevazilaze dobijenu vrednosti od 4,8 pg/kg i to 12
puta. Medutim, ovde se mora naglasiti da se dobijene vrednosti odnose na MC-RR formu
mikrocistina koja je oko 10 puta manje toksi¢na od MC-LR (LDs, za MC-LR kod misa je 50-
60 pg/kg, a za MC-RR 600 pg/kg) za koji su i odredene GV (Sivonen i Jones, 1999), a
samim tim je i rizik znac¢ajno manji. Takode, treba napomenuti, kao i u slu¢aju Vrutci, da ove
vrednosti predstavljaju okvirne koncentracije mikrocistina, jer su izrazene po gramima suve
tezine, a recovery (39,9 %) ukazuje da postoji verovatnoca da nisu kompletni mikrocistini
ekstrahovani iz tkiva ribe.

Veca akumulacija mikrocistina je karakteristiCna za druge organe ribe, kao $to su
jetra, bubreg, creva, zu¢na kesa, ¢ak i krv (Magalhaes i sar., 2001; Mohamed i sar., 2003; Li i
sar., 2004; Soares i sar., 2004; Xie i sar., 2005; Adamovsky i sar., 2007). Takode, razli¢ite
vrste riba akumuliraju razlicite koli¢ine toksina u svojim tkivima (Xie i sar., 2005). Kao
primer u jezeru Suwa (Japan), poznatom po Cestom letnjem cvetanju mikrocistisa koji

proizvodi MC-LR i MC-RR, analizirane su tri vrste riba Silurus glanis, Carassius auratus i
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Cyprinus carpio. Sadrzaj mikrocistina je bio drugaciji u razli¢itim organima riba: MC-RR je
pronaden u jetri dve vrste Carassius auratus i Cyprinus carpio, a u miSi¢ima ovaj toksin je
bio prisutan kod svih vrsta (Silurus glanis 0,14 pg/g st, Carassius auratus 0,49 pg/g st,
Cyprinus carpio 0,27 pg/g st). MC-LR nije detektovan u tkivima ribe, iako je bio prisutan u
toku cijanobakterijskog cvetanja (MC-LR 16,6 pg/g st i MC-RR 19,2 ug/g st). Postoji
mogucnost da je MC-LR ostao kovalentno vezan za protein fosfataze u tkivima riba 1 iz tog
razloga njegova detekcija nije bila moguca (Xie i sar., 2007).

Poste i saradnici (2011) su pokazali da je mikrocistin sveprisutan u vodi i ribi iz
nekoliko tropskih i umerenih jezera Sirom sveta. Ovi autori su takode primetili da su
koncentracije mikrocistina u ribi pokazale veliku varijabilnost unutar pojedinacnih jezera.
Ova varijabilnost se moze pripisati sezonskoj varijabilnost mikrocistina u vodi, razlikama u
ishrani izmedu uzorkovanih vrsta i Sirokom rasponu u veli¢ini unutar vrste. Primetili su da
koncentracija mikrocistina moze da prevazilazi preporu¢ene smernice za dnevni unos ovog
toksina 1 konzumacija kontaminirane ribe moze da bude vazan i ponekad dominantni put
izloZenosti ljudi cijanotoksinima (Poste i sar., 2011).

Takode, jo$ jednom je vazno naglasiti da ni prokuvavanje vode, kao ni kuvanje ribe
ne mogu smanjiti rizik od izloZenosti mikrocistinima (Harada i sar., 1996; Zhang i sar.,
2010). Sve ovo zajedno sa detektovanim prisustvom MC-RR u uzorcima misica ribe ukazuje
na potrebu za kontrolom kvaliteta mesa ribe iz ribnjaka i jezera pogodenih cvetanjem
cijanobakterija, kao i kontrole i prvenstveno prevencije cvetanja cijanobakterija, a samim tim
1 prisustva cijanotoksina u vodama koje se koriste za uzgoj ribe, a sve u cilju zastite ribe i

potrosaca.

5.2.3.3. Histopatoloske promene u tkivima izlozene ribe

Pored akumulacije toksina u tkivima ribe, cijanobakterije mogu imati i direktne
negativne efekte na samu ribu. Embrioni i larve su posebno osetljivi na delovanje
mikrocistina 1 izlaganje ovim toksinima u ranim fazama Zivota moZe da poremeti izleganja
embriona, smanji opstanak i stopu rasta, kao i da izazove odredene poremecaje (malu glavu,
zakrivljenje tela i repa, uvecanu i neprozirnu Zumancanu kesu, hepatobilijarne abnormalnosti,
poremecaje u radu srca) kao i histopatoloske promene (videti Malbrouck i Kestemont, 2006;
Drobac, 2011a).
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Cijanobakterije 1 njihovi metaboliti imaju Sirok spektar efekata i na adultne jedinke.
Oni uticu na promenu lokomotorne aktivnosti i ponaSanje riba, jonsku regulaciju, stopu
ingestije i rasta, funkcionisanje srca, izazivaju promene u sastavu seruma i oksidativni stres,
mogu poremetiti reprodukciju riba i izazivati razne histopatoloske promene u tkivima i
organima ribe (Keshavanath i sar., 1994; Carbis i sar., 1996; Baganz i sar., 1998; Bury i
Codd, 1998; Best i sar., 2001; Li i sar., 2003; Gupta i Guha, 2006; Drobac, 2011a; Mitsoura i
sar., 2013).

Histopatoloske promene na razli¢itim organima ribe imaju veliki znacaj u akvati¢noj
toksikologiji i Siroku primenu u monitoringu zagadenja vode (Nascimento i sar., 2012;
Pereira i sar., 2013). S obzirom da mnoge vrsta riba ukljucuju cijanobakterije u svoju ishranu,
creva su jedan od prvih organa pogodenih delovanjem mikrocistina. Saran hranjen sa
mikrocistinom (jedna doza 400 pg/L) ispoljio je apoptozu i piknoti¢ka jedra u enterocitima
12 h posle izlaganja. Kasnije su promene postale jo§ intenzivnije i ukljucivale su oStecenje
¢elija 1 unutra$nja krvarenja (Fischer i Dietrich, 2000). HistopatoloSke promene na crevima su
primecene i kod Sarana iz ispitivanih cvetajucih ribnjaka Vojvodine i u ovom slucaju su prvi
put opisane hiperplazija enterocita i fuzija resica. S obzirom da Saran u svojoj ishrani sadrzi
cijanobakterije, nastale promene mogu biti povezane sa uticajem mikrocistina.

Mikrocistini apsorbovani kroz creva mogu potom da stignu i do drugih organa, pre
svega jetre, gde se akumuliraju i izazivaju dodatnu Stetu. Jetra je primarna meta mikrocistina
(Dawson, 1998). Nakon oralnog izlaganja Sarana ovom cijanotoksinu uoceni su poremecaji
strukturne organizacije, disocijacija hepatocita, kondenzovanje citoplazme, liza membrane
hepatocita indikativne za nekrozu, pojava piknotickih/apoptotickih jedara (Fisher i Dietrich,
2000). In vitro izlaganje mikrocistinima rezultovalo je degenerativnim promenama u
morfologiji izolovanih hepatocita kod Sarana, sa posmatranim odlubljivanjem celijske
membrane, skupljanjem i1 deformacijom jedra, oticanjem, vezikulacijom endoplazmati¢nog
retikuluma, oticanjem 1 preuredenjem citoskeleta, oSteenjem celijske membrane 1
citoskeleta, kao i oticanjem i vakuolizacijom mitohondrija (Li i sar., 2001). Saran je 14 dana
posle izlaganja rastvorenim mikrocistinima (10 pg/L) putem potapanja ispoljio blagi otok
hepatocita, delimi¢no razlaganje arhitekture parenhima sa degeneracijom vakuola, staze
sinusoida jetre, piknoze 1 oSte¢enje acinusa pankreasa (Jiang i sar., 2011). Sli¢ne
histopataoloske promene u vidu poremecaja strukture parenhima, zaobljavanja celija 1
vakualizacije su primecene u tkivu jetre Sarana iz ispitivanih ribnjaka u VVojvodini koji su bili

zahvaceni cvetanjem cijanobakterija.
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Bubrezi mogu biti dobri pokazatelji stresa u zivotnoj sredini, jer oni primaju veéinu
postbranhialne krvi. Dodatno, tubularne celije bubrega poseduju transportni mehanizam
slican onom kod hepatocita, koji je odgovoran za unoSenje toksina u ¢eliju (Runnegar i sar.,
1991). Nakon ip injekcije MC-LR (250 i 300 pg/kg) kod Sarana su primeéene patoloske
promene u tubulama, glomerulima 1 intersticijalnom tkivu. Riba izlozena nizim
koncentracijama mikrocistina imala je dilatacije Bovmanove kapsule, a riba izlozena veé¢im
koncentracijama razvila je nekrozu i piknozu tubularnih ¢éelija (Rabergh i sar., 1991). Sli¢ne
histopatoloske promene u vidu vakuolizacije tubularnih c¢elija, nekroze i1 piknoze su
registrovane kod Sarana posle ip ekspozicije mikrocistinima kao i putem potapanja (Carbis i
sar., 1996). Posle oralnog izlaganja Sarana mikrocistinima (400 pg/kg telesne mase), uocene
su vakuolizacije tubularnih Celija i piling epitelnih ¢elija u lumen tubula, kao i piknoza,
apoptoza, liza ¢elija i degeneracija tubula (Fisher i Dietrich, 2000). Promene bubrega kod
Sarana iz jezera koja su cvetala, bile su slicne onima iz laboratorijskih uslova. Kod Sarana
uhvacenih iz jezera Karla (Gréka) tokom izrazenog cvetanja dokumentovana je degeneracija
tubula, dilatacije Bovmanove kapsule, glomerularna atrofija, piknoza, fragmentacija jedrove
membrane i proliferacija lizozoma (Mitsoura i sar., 2013). I u slu¢aju Sarana iz cvetajuéih
ribnjaka u Vojvodini, zabeleZena je dilatacija Bovmanove kapsule i vakuolizacija tubula, a
izrazena nekroza tubula 1 glomerula ukazuje na jaku osetljivost bubrega na cijanotoksine.

Skrge riba su u direktnom kontaktu sa vodom i samim tim sa cijanotoksinima u njoj.
Skrge predstavljaju pogodni marker zagadenja Zivotne sredine jer su u direktnom kontaktu sa
vodom, imaju veliku povrsinu, delikatnu strukturu i visestruko vazne funkcije (Bernet i sar.,
1999; Luji¢ i sar., 2014; Raskovi¢ i sar., 2014). Saran iz jezera Mokoan (Australija) u kome
je cvetao Microcystis aeruginosa je imao histopatolo$e promene na §krgama u vidu podizanja
i eksfoliacije lamelarnog epitela i nekroze (Carbis i sar., 1997). Saran izloZen mikrocistinima
potapanjem (10 pg/L mikrocistina) tokom in vitro ispitivanja, pokazali su sli¢ne histoloske
promene, u formi podizanje epitela, oSteCenja epitelnih celija 1 redukcija sluzokoze (Jiang 1
sar., 2011). HistopatoloSke promene su uocene 1 na Skrgama Sarana iz ispitivanih ribnjaka
Vojvodine. Hiperplazija i oticanje epitela mogu predstavljati odbrambeni mehanizam u cilju
smanjenja unosenja ksenobiotika (Mallatt, 1985; Fernandes i Mazon, 2003; Agamy, 2013).
Medutim, intenzivna hiperplazija koja vodi lamelarnoj fuziji moze narusiti funkciju Skrga.
Osim toga hipertrofija i hiperplazija hloroidnih ¢elija mogu biti dovedene u vezu sa efektima
mikrocistina koji inhibiSu jonske pumpe $krga (Gaete, 1994; Zambirano i Canelo, 1996) i
remete jonsku regulaciju. Nastala neravnoteZa moze rezultovati oticanjem 1 proliferacijom

hloroidnih ¢elija.
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Histopatoloske promene su uocene i na miSi¢nim vlaknima kod tolstolobika
(Hypophthalmichthys molitrix) izlozenog cijanobakteriji Microcystis aeruginosa. Uoc¢eno je
povecanje meducelijskog prostora i krvarenje u vezivnom tkivu izmedu vlakana tokom
ranijin faza eksperimenta. U kasnijim fazama registrovani su znaci nekroze i jedarne
fragmentacije kao 1 prvi znaci fragmentacije samih miSi¢nih vlakana, otok i liza sa
oslobadanjem c¢elijskog sadrzaja. Oporavak tkiva sa normalizacijom strukture celije je
primecen dve nedelje nakon izlaganja. Medutim, nekroza i1 krvarenja su i dalje bili vidljivi
(Ferreira i sar., 2010). Generalno, malo je radova koji svedo¢e o promenama u misi¢cnom
tkivu riba usled uticaja cijanotoksina. Ovde su prvi put opisane izraZzene promene na
misi¢ima Sarana koji su bili izloZeni cijanotoksinima u ispitivanim cvetaju¢im ribnjacima
Vojvodine.

Na teritoriji Srbije slicne histopatoloske promene su uocene na organima (jetra,
bubreg, Skrge i creva; a promena nije bilo na srcu, slezini i miSi¢ima) babuske (Carassius
auratus gibelio) iz cvetajuceg jezera Ludas (Luji¢ i sar., 2012, Tokodi i sar., u pripremi).
Tada je comet esej otkrio DNK ostecenje jetre i Skrga, uz to MC-LR i MC-RR su detektovani
u tkivima ribe (crevima, Skrgama, bubregu, gonadama i mis§i¢ima), a mikrocistin, nodularin i
saksitoksin u jezerskoj vodi (Tokodi i sar., u pripremi).

Sadasnja saznanja o uticaju cijanotoksina na histologiju ribljeg tkiva su nedavno
sumirali Svirev 1 saradnici (2015). Histopatoloski nalazi u tkivu ribe izlozenih
cijanotoksinima u prirodnim uslovima ukazuju na posledice koje ovi metaboliti mogu
izazvati. Pored $tetnih efekata izazvanih njihovim toksinima, cijanobakterije mogu negativno
uticati na ribe kroz izmenu uslova Zivotne sredine u toku cvetanja. Cvetanje je praceno
smanjenjem koncentracije rastvorenog kiseonika, povecanjem koncentracije amonijaka, pH
vrednosti i temperature vode, a navedeni faktori mogu da dovedu do promena u tkivima i
organima riba. U cilju odredivanja promena za koje su odgovorni cijanotoksini neophodno je
da se sprovedu opseznija i detaljnija istrazivanja.

Posmatrani negativni efekti i akumulacija cijanotoksina u tkivima riba ukazuju da
cvetanje toksi¢nih cijanobakterija u ribnjacima predstavlja rizik za kvalitet ribe, ali i zdravlje
konzumenata. Neophodno je pratiti prisustvo cijanobakterija i cijanotoksina u ribnjacima,
kako u vodi tako i u tkivima ribe i dalje istrazivati uticaj cvetanja cijanobakterija na ribe, sve
u cilju minimiziranja ili eliminisanja negativnih efekata na ljudsko zdravlje, Zivotnu sredinu i

ekonomski aspekt.
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5.3. Put izloZzenosti cijanotoksinima preko kontaminiranih biljaka

Navodnjavanje je uobicajena poljoprivredna i hortikulturalna praksa i vazna mera za
poljoprivrednike u cilju poboljSanja prinosa. Za navodnjavanje se mogu primeniti podzemne
vode, ali se u tu svrhu ¢esce koriste povrSinske vode iz jezera i reka. Ponekad ta povrsinska
vodena tela mogu da budu zahvadena cvetanjem cijanobakterija i kontaminirana njihovim
moc¢nim toksinima. Na taj nacin je moguce da biljke budu izlozene cijanotoksinima putem
navodnjavanja sa ovako kontaminiranom vodom.

Cijanotoksini mogu negativno da uti¢u na mnoge terestri¢ne biljke, ukljucujuci i one
koje ¢ovek gaji u svrhu ishrane. Istrazivanja su pokazala da cijanotoksini kod biljaka deluju u
pravcu inhibicije protein fosfataze i dovode do inhibicije rasta sadnica (Kos i sar., 1995;
Kurki-Helasmo i Meriluoto, 1998; McElhiney i sar., 2001; M-Hamvas i sar., 2003; Chen i
sar., 2004) 1 inhibicije razvoja korena, §to moze da dovede do smanjene apsorpcije vode i
hranljivih materija (McElhiney, 2001; Chen i sar., 2004; Crush i sar., 2008), mikrocistini
takode uticu na fotosintetsku aktivnost, produktivnost i mineralnu ishranu izloZenih biljaka
(Sagrane i sar., 2009). Cijanotoksini predstavljaju spoljasnji faktor koji dovodi do
oksidativnog stresa i formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, $to utiCe na aktivnost
antioksidativnih enzima kao §to su SOD, POD, GPX i CAT (Chen i sar., 2004; Yin i sar.,
2005; Pflugmacher i sar., 2007; Chen i sar; 2010) i antioksidanasa (Pflugmacher i sar., 2007,
Sagrane i sar 2007; Lahrouni i sar., 2013).

Navodnjavanje kontaminiranom vodom moZe takode dovesti do nakupljanja
cijanotoksina na povrsini biljaka. Ovo moze da rezultuje smanjenjem fotosinteze, pa Cak 1
lisnom nekrozom (Abe i sar., 1996). Zadrzavanje mikrocistina je specifiéno za vrstu i zavisi
od kutikule lista (Crush i sar., 2008). Spoljasnja akumulacija cijanotoksina i
cijanobakterijskih celija je posebno vazna kod biljaka kod kojih se konzumiraju nadzemni,
listoliki delovi poput salate, Spanata i blitve (Codd i sar., 1999a), jer se na taj nacin otvara put
ekspozicije ovim toksinima. Pored povrSinske akumulacije, biljke mogu da akumuliraju
cijanotoksine u svojim tkivima i organima (Solin i Meriluoto, 2001; Chen i sar., 2004;
Jarvenpaa i sar., 2007; Crush i sar., 2008; Mohamed i Al Shehri, 2009; Chen i sar., 2010) i to
u korenu, izdancima i listovima, a nedavno je potvrdeno i u plodovima biljaka zalivanih
kontaminiranom vodom (Romero-Oliva i sar., 2014). Pokazano je da se mikrocistini nakon
zalivanja mogu translocirati iz korena u druge delove biljke, Sto je znacajno u ekoloskom i u

medicinskom smislu (Peuthert i sar., 2007; Sagrane i sar., 2009).
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Biljke koje su akumulirale cijanotoksine i to u visokim koncentracijama mogu da
izgledaju zdravo (Chen i sar., 2004; Mohamed i Al Shehri, 2009). Smatra se da biljke imaju
sposobnost da se adaptiraju na prisustvo cijanotoksina (Crush i sar., 2008), kao i da su vrste
koje rastu u vodenim stanisStima (npr. pirina¢) evoluirale mehanizam koji sprecava usvajanje
mikrocistina i ¢ini ih otpornijim na vecu koncentraciju ovog toksina (Chen i sar., 2004).
Razli¢ite biljne vrste ispoljavaju razli¢ite odgovore i razli¢ito akumuliraju mikrocistine (Chen
I sar., 2004; Crush i sar., 2008; Saqrane i sar., 2008; Mohamed i Al Shehri, 2009), ¢ak
razli¢ite varijante iste biljne vrste mogu reagovati na razli¢ite nacine u prisustvu istog toksina
(Pflugmacher i sar., 2007). Takode, akumulacija zavisi i od varijante toksina (Sagrane i sar.,
2009; Romero-Oliva i sar., 2014), doze (Sagrane i sar., 2008; 2009; Chen i sar., 2010),
trajanja izlaganja (McElhiney i sar., 2001; Sagrane i sar; 2009; Chen i sar., 2010), nacina
ekspozicije (Crush i sar., 2008) i organa biljke (Mohamed i Al Shehri, 2009; Sagrane i sar.,
2009).

Pokazano je da su brojne povrtarske vrste, koje se koriste u ishrani ljudi i zivotinja,
akumulirale cijanotoksine u svojim organima, a neke od njih su: brokoli, gorusica (Solin i
Meriluoto, 2001; Jarvenpaa i sar., 2007), repa, pirina¢ (Chen i sar., 2004), ljulj, detelina,
zelena salata (Crush i sar., 2008), mirodija, rukola, perSun, kupus, rotkva (Mohamed i Al
Shehri, 2009), izdanak jabuke (Chen i sar., 2010), plodovi paradajza i paprike (Romero-Oliva
i sar., 2014). Postoji mogucnost da se na ovaj nacin cijanotoksini prenose kroz lanac ishrane
do zivotinja i ljudi, §to zahteva kontrolu njihovog prisustva u akumulacijama koje se koriste

za navodnjavanje.

5.3.1. Cvetanje cijanobakterija u akumulacijama za navodnjavanje-Stanje u Srbiji

Prisustvo mikrocistina i bujanje cijanobakterija je primeeno u mnogim
akumulacijama koje se koriste za navodnjavanje u Srbiji. Prva cvetanja u akumulacijama sa
ovom namenom su primecena i opisana poCetkom 60-ih godina proslog veka, kada su
Milovanovi¢ i Zivkovié¢ (1963) u Jegri¢ki uocili vrste Anabaena spiroides, Cylindrospermum
stagnale i Oscillatoria spp. Istrazivanja ove akumulacije u periodu od 2005. do 2007. godine
su takode potvrdila prisustvo cijanobakterija (Anabaena flos-aquae, Anabaena planctonica,
Merismopedia sp., Microcystis aeruginosa, Microcystis flos-aquae, Nostoc sp., Oscillatoria
sp., Phormidium autumnale, Phormidium sp.), a mikrocistini sa najvisom vrednosti od 38,47
Mg/L (PP1) nadeni su u leto 2007. godine (Simeunovi¢, 2009).

167



Diskusija

Kalafati¢ 1 saradnici (1982) su 1974. godine uodili u Mrtvoj Tisi cvetanje
cijanobakterija i registrovali Microcystis sp., Aphanizomenon flos-aquae i Oscillatoria
bornetii. Cvetanje u ovoj akumulaciji se nastavilo i u periodu od 2005. do 2007. godine kada
su detektovane brojne cijanobakterijske vrste koje su produkovale mikrocistine, sa najve¢om
koncentracijom od 279,87 pg/L dostignutom u leto 2007. na lokalitetu kod Backog Gradista
(Simeunovi¢, 2009). Dominacija cijanobakterija i to Aphanizomenon flos-aquae,
Pseudanabaena limnetica i Phormidium agardhii je potvrdena i 2010/2011. godine, kada su u
vodi bili prisutni i mikrocistini (Svetska banka izvestaj DM 4307, 2011).

Tokom 80-ih cvetanje Microcystis aeruginosa i Aphanizomenon flos-aquae je
zabelezeno 1 u Borkovcu (Svirc¢ev, 1983; Puki¢ i sar. 1991). Simeunovi¢ (2009) je potvrdila
prisustvo ovih vrsta, kao i drugih cijanobakterija (Anabaena circinalis, Microcystis flos-
aquae, Oscillatoria sp., Phormidium sp. i Planktothrix agardhii) tokom istrazivanja od 2005.
do 2007., kada je detektovano prisustvo mikrocistina, ¢ije najvece koncentracije od 165,48
Mg/L su zabeleZene u leto 2005. godine.

Duki¢ 1 saradnici (1991a) su tokom 80-ih uocili cvetanje u Zobnatici kada su bile
prisutne cijanobakterije Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena flos-aquae i Anabaena
spiroides. Potvrda o daljem cvetanju stigla je od Simeunovi¢ (2009), kada je od 2005. do
2007. godine ponovo cvetao Aphanizomenon flos-aquae, ali i Phormidium autumnale i
Planktothrix agardhii, a bile su prisutne i vrste iz rodova Anabaena, Gloeocapsa,
Merismopedia, Microcystis i Oscillatoria. Najveéa koncentracija mikrocistina u vodi je
zabelezena u jesen 2005. godine, koja je iznosila 121,07 pg/L.

Od 2005. godine cvetanje i perzistentno prisustvo cijanobakterija sa produkcijom
mikrocistina uoc¢eno je 1 u brojnim drugim akumulacijama za navodnjavanje Sirom Srbije,
neke od njih su Koviljski rit (najveca koncentracija od 96,32 ug/L zabelezena u jesen 2005.
godine), Pavlovci (prolece 2007. godine sa koncentracijom 63,6 ug/L), Provala (jesen 2007.
godine sa koncentracijom 26,2 pug/L) i Tavankut (leto 2007. godine sa koncentracijom 16,45
Mg/L) (Simeunovi¢, 2009). Ovi nalazi mogu biti vazni, jer su prethodna istrazivanja pokazala
da navodnjavanje povrSinskom vodom koja sadrzi cijanobakterije i cijanotoksine moze
negativno uticati na poljoprivredne biljke, koje potencijalno mogu akumulirati te toksine i
predstavljati rizik za zdravlje ljudi i zivotinja koji ih konzumiraju (Codd i sar., 1999a; Crush i
sar., 2008; Sagrane i sar., 2009; Chen i sar., 2010).

U Aleksandrovackom jezeru tokom septembra 2010. godine Simi¢ 1 saradnici (2011)
su detektovali prisustvo vrsta: Cylindrospermopsis raciborskii, Pseudoanabaena sp. i

Anabaena bergeii. Dve godine kasnije doslo je do cvetanja jezera i masovnog pomora ribe.
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5.3.2. Sluc¢aj Aleksandrovackog jezera

Aleksandrovacko jezero je rezervoar izgraden za potrebe navodnjavanja na reci
Aleksandrovac. Krajem 2012. godine masovni pomor riba u Aleksandrovatkom jezeru je
postao fokus u sredstvima javnog informisanja. Lokalni stanovnici su prijavili 20. decembra
2012. godine zastraSujuéi prizor o hiljadama mrtvih riba koje su plutale na vodi (Slika 23).
Gotovo cela riblja populacija je izgubljena (vise od 1,7 tona), ukljucujuéi vrste kao §to su:
Saran, som, amur, tolstolobik, deverika, babuska, bucov i klen. Nekoliko nedelja pre
incidenta, registrovano je cvatanje invazivne cijanobakterijske vrste Cylindrospermopsis
raciborskii. Osim toga, led se formirao na povr$ini jezera neposredno pre masovnog pomora

ribe.

Slika 23. Masovni pomor ribe u Aleksandrovackom jezeru

(http://images.kurir-info.rs/slika-900x608/aleksandrovacko-jezero-pomor-pomor-riba-
ribolov-1356833971-247203.jpg;
http://www.ribolov.co.rs/wp-content/uploads/2013/01/Ko-je-kriv-za-pomor-riba-u-

aleksandovackom-jezeru.jpg)

Zbog Sirokog spektra mogucih uzro¢nih faktora koji dovode do pomora ribe, Institut
za vodoprivredu “Jaroslav Cerni” izvi§io je brojne fizi¢ko-hemijske, bioloske i
ekotoksikoloske analize uzoraka iz Aleksandrovackog jezera. Rezultati ovih analiza (Sviréev
I sar., submitirano), zajedno sa informacijama iz lokalnih medija, kori$¢eni su u pokusaju da
se utvrdi moguci prirodni i/ili antropogeni uzrocnici pomora ribe u Aleksandrovackom jezeru
tokom decembra 2012. godine. Vazni dogadaji koji su prethodili ovom incidentu su
predstavljeni u Tabeli 36.
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Tabela 36. Bitni dogadaji pre masovnog pomora ribe u Aleksandrovackom jezeru

Datum Dogadaj Komentar

6.11.2012. | Preliminarno ispitivanje | Nisu zabelezene znacajne vrednosti u fizicko-
kvaliteta vode hemijskim parametrima

15.11.2012. | Opsirnije istrazivanje Nisu zabelezene znacajne vrednosti u fizi¢ko-

hemijskim parametrima izuzev hlorofila a i
koncentracije feofitina koji mogu da ukazu na
cvetanje cijanobakterija-Cylindrospermopsis
raciborskii (potvrdeno mikroskopijom).
Toksi¢nost vode je potvrdena A. salina bioesejom.

15.12.2012. | Formiranje leda na Led na povrsini jezera je bio razbijan.
povrsini jezera Kolaps cijanobakterijskog cveta.
20.12.2012. | Uginuce ribe Preko 1,7 tone uginule ribe.

Preliminarna ispitivanja kvaliteta vode uradena su 6.11.2012. godine, koja ukljucuju:
24 fizicko-hemijske analize i pet mikrobioloskih analiza vode. Na osnovu preliminarnih
rezultata definisan je detaljan plan koji je sproveden 15.11.2012., ukljucujuci: 36 fizicko-
hemijskih analiza, hlorofila a i feofitina, ukupnog fosfora u sedimentu, 13 hemijskih analiza
sedimenta, 11 analiza teskih metala u tkivima riba, pet mikrobioloskih analiza uzoraka vode i
sedimenta, analize cijanotoksina (cilindrospermopsina, mikrocistina i saksitoksini) (Svircev i
sar., submitirano).

Dodatne analize su izvrSene nakon pomora ribe 23.12.2012. godine: pet
mikrobioloskih analiza vode, hlorofila a i feofitina, ukupnog organskog ugljenika, NH3 i
analize cijanotoksina (cilindrospermopsina, mikrocistina i saksitoksina). Na osnovu ovih
analiza, nisu uocena znacajna odstupanja u vrednostima fizicko-hemijskih parametara koja bi
mogla ukazati §ta je izazvalo masovni pomor ribe (Svircev i sar., submitirano).

Na ovoj lokaciji ne postoje poznati izvori industrijskih zagadivaca koji bi otpustali
otpadne vode u jezero. Takode, rezultati veterinarskih testova su iskljucili moguénost
infekcije i trovanja teSkim metalima. Pre incidenta doslo je do brzog pada temperature ispod
nule sredinom decembra (http://www.hidmet.gov.rs/podaci/meteorologija/eng/December.pdf)
i led se formirao na jezeru. Prva pretpostavka bila je da se pomor ribe mogao dogoditi usled
nedostatka kiseonika u vodi zbog ledenog pokrivaca. Medutim, istaknuto je od strane lokalne
vlasti da je led na jezeru bio razbijan pre pomora i da je snabdevanje kiseonikom trebalo biti
dovoljno da bi riba opstala (http://www.ribolov.co.rs/prijava-veternici-zbog-pomora-riba-u-
aleksandrovackom-jezeru/).

Znacajne vrednosti tokom istrazivanja su bile koncentracije hlorofila a i feofitina. U
vreme uzorkovanja 15. novembra, koncentracije hlorofila a i feofitina bile su 214,2 mg/m3 i

53,7 mg/m?®, §to ukazuje da je status jezera bio na granici izmedu eu-politrofnog i politrofnog
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(Felfoldy, 1980). Ove visoke koncentracije tokom novembra ukazuju na pojavu cvetanja
cijanobakterija, §to je potvrdeno mikroskopskim pregledom. Zuto/braon boja vode (Slika 24
a) bila je rezultat masovnog razvoja cijanobakterije Cylindrospermopsis raciborskii (Slika 24
b). Mikroskopski pregled i brojanje filamenata Cylindrospermopsis raciborskii u 1 mL
uzoraka vode je pokazalo prisustvo proseéno 2,06 x 10° filamenata po mL. lzmerena

koncentracija hlorofila a 23. decembra 2012. bila je 17,2 mg/L, a feofitina 5,86 mg/L.

[ :
It

Slika 24. a) Uzorak vode iz Aleksandrovackog jezera, b) Cylindrospérmopsis
raciborskii u Neubauer komori (x400)

Cylindrospermopsis raciborskii se najées¢e moze naci u slatkim vodama u tropskim i
subtropskim podru¢jima (Padisdk, 1997). U poslednje vreme ova invazivna vrsta uocena je i
u umerenim oblastima, uklju¢ujuéi Srbiju (Ciri¢ i sar., 2010; Cvijan i FuZinato, 2011; Simié i
sar., 2011; Natic i sar., 2012; Karadzi¢ i sar., 2013). Od posebnog interesa je ¢injenica da ova
vrsta moze da proizvodi cijanotoksine, pre svega cilindrospermopsin, kao i neke druge
toksine koji mogu da uti¢u na zdravlje ljudi i Zivotinja (Schrembri i sar., 2001; Cvijan i
Fuzinato, 2011), na primer saksitoksin, iako uglavnom u brazilskim vodama (npr. Lagos i
sar., 1999, Molica i sar., 2002; 2005, Hoff-Risseti i sar., 2013). Medutim, tokom ispitivanja
na Aleksandrovackom jezeru nisu pronadeni cilindrospermopsin, mikrocistini 1 saksitoksin,
samim tim oni nisu bili uzro¢nici pomora ribe.

Toksi¢nost uzoraka vode uzetih 15. novembra je dokazana A. salina biotestom, $to
ukazuje na prisustvo toksi¢nih materija u intracelularnom sadrzaju biomase
cilindrospermopsisa. Toksi¢nost veca 0d 50 % je detektovana u uzorcima vode (sa najvecom
toksi¢nosti 77,7 %) u intracelularnoj frakciji cijanobakterija. Veoma niska toksi¢nost je
detektovana u ekstracelularnoj frakciji (od 0 do 3,4 %), §to ukazuje da nije bilo znacajnog

oslobadanja toksina iz cijanobakterijskih ¢elija u vodu dok nije doSlo do razgradnje celija.
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To je potvrdeno rezultatima toksi¢nosti sirovih uzoraka vode koja je takode veoma niska (od
0 do 3,5 %), a gotovo ista kao i ekstracelularna frakcija uzoraka (Svircev i sar., submitirano).

Pomori ribe su sve ¢esce pojave u vodenim ekosistemima Sirom sveta, pa i u Srbiji, a
pripisuju se raznim prirodnim i antropogenim faktorima. Sirok spektar mogu¢ih faktora moze
izazvati pomor ribe, bilo samostalno ili u kombinaciji. Neki od naj¢es$¢ih uzroka mogu biti:
ekstremne i nagle promene temperature, nizak nivo rastvorenog kiseonika u vodi (hipoksija
ili anoksija), supersaturacija otrovnih gasova, promene saliniteta i pH vrednosti,
poljoprivredni zagadivaci (npr. pesticidi, dubriva, zivotinjski otpad), industrijski zagadivaci
(npr. metali, ugljovodonici), komunalni otpad (npr. smece, otpadne vode i kanalizacija),
transport, brojni mikrobioloski patogeni i paraziti (bakterije, protozoe, gljive, virusi), kao i
promene u okolnoj sredini zbog masovnog razvoja toksi¢nih algi i cijanobakterija,
ukljucujuéi prisustvo njihovih biotoksina (Haslouer, 1979; Hohls i Kuhn, 2001; Thronson i
Quigg, 2008; La i Cooke, 2011).

U poslednjih nekoliko decenija, eutrofizacija 1 klimatske promene povecavaju
ucCestalost pojave cvetanja cijanobakterija, $to ih ¢ini sve ¢e$¢im uzro¢nikom pomora ribe.
Cvetanje moze da dovede do negativnih efekata na populacije ribe na razlicite na¢ine. Naime,
tokom intenzivnog cvetanja usled povecane fotosintetske aktivnosti smanjuje se slobodni
CO2 u vodi 1 podize se pH vrednost, a visoka pH vrednost moZe biti opasna za odredene vrste
riba (Kann i Smith, 1999). Nakon kolapsa cijanobakterijskog cveta, u plitkim jezerima leti
moze do¢i do anoksije koja rezultuje pomorom ribe. Takode, anoksija moze da se javi tokom
zime i dugih perioda ledenog pokrivaca, kada moze da dode do pomora ribe. Povecanje broja
bakterija 1 njihove aktivnosti nakon kolapsa letnjeg cijanobakterijskog cveta i mikrobioloSka
razgradnja organskih materija dovode do osiromasenja kiseonika 1 povecane koncentracije
NHs-N ispod zimskog ledenog pokrivaca, Sto sve moze da rezultuje masovnim pomorom ribe
(Barica i Mathias, 1979; Barica, 1984; Robarts i sar., 2005). Osim toga, toksini koje
proizvode cijanobakterije mogu dovesti do hepatotoksi¢nih efekata na ribe i pomora
(Andersen i sar., 1993; Rodger i sar., 1994).

Na kraju perioda cvetanja cijanobakterija 1 sa kolapsom 1 lizom cijanobakterija,
unutaréelijski cijanotoksini se ispustaju u vodu i mogu da izazovu negativne efekte. Drugi
vidovi ostecenja Celija cijanobakterija, usled zamrzavanja i odmrzavanja (Rosen i sar., 2010)
kao i primene algicida (Kenefick i sar., 1993; Lam i sar., 1995) mogu izazvati oslobadanje
cijanotoksina u vodu. Ruptura cijanobakterijskih ¢elija usled, na primer zamrzavanja i

odmrzavanja, moze dodatno da poveca rizik od intoksikacije riba.
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A. salina bioesej je pokazao prisustvo toksi¢nih materija u cijanobakterijskim
¢elijama, iako nisu otkriveni cilindrospermopsin, mikrocistini i saksitoksin. Slicno tome,
hemijski skrining je pokazao da Cylindrospermopsis raciborskii prikupljen iz jezera Balaton
(Madarska) nije proizvodio cilindrospermopsin (Acs i sar., 2013). Novakova i saradnici
(2013) su izvestili o neidentifikovanom neurotoksi¢nom jedinjenju iz  soja
Cylindrospermopsis raciborskii. Vehovszky i saradnici (2015) su pronasli neidentifikovani,
ali farmakoloski aktivan neurotoksi¢an agens (odnosno agense) slican anatoksinu-a U cvetu
ove cijanobakterije koji je povezan sa pomorom ribe u Madarskoj. Na osnovu prethodnih
ispitivanja cijanobakterijskog materijala prikupljenog sa raznih lokacija u Madarskoj (Kiss i
sar.,, 2002; Vehovszky i sar., 2012) moze se pretpostaviti da je neurotoksi¢ni soj
Cylindrospermopsis raciborskii siroko rasprostranjen u Madarskoj, ali i susednoj Srbiji. Ova
nedavna otkrica mogu potkrepiti hipotezu da neki drugi toksi¢ni metaboliti ove
cijanobakterije, osim ve¢ poznatih cijanotoksina cilindrospermopsina, mikrocistina i
saksitoksina, mogu biti potencijalni uzrok uginuca ribe u Aleksandrovackom jezeru. Moguce
je da neki jo§ uvek nepoznati i neidentifikovani metaboliti ovih organizama mogu da budu
oslobodeni iz ¢elija nakon zamrzavanja i odmrzavanja leda, i izazovu masovni pomor ribe.
Dalja istrazivanja su neophodna za donoSenje pouzdanijih zakljucaka, a akcenat treba da

bude na analiziranju novih toksi¢nih metabolita cijanobakterija.

5.3.3. Drugi metaboliti cijanobakterija

Iako su mikrocistini najpoznatiji 1 najviSe proucavani cijanotoksini, treba imati na
umu da cijanobakterije imaju sposobnost produkcije brojnih drugih metabolita, o kojima se
generalno malo zna i svakim danom pronalaze se novi metaboliti ovih organizama. Kada bi
uzeli jedan uzorak iz neke akumulacije koja je zahvacena cvetanjem 1 sproveli niz
savremenih biohemijskih analiza verovatno bi detektovali brojne poznate, ali i neke
nepoznate metabolite cijanobakterija. Tako su Voloshko 1 saradnici (2008) pronaSli niz
bioloski aktivnih jedinjanja u vodi jezera Ladoga, Rusija, tokom leta 2004. 1 2005., kada su
cvetale cijanobakterije u jezeru koje predstavlja izvor vode za pi¢e grada St. Petersburga.
Pored mikrocistina i enzim ihibiraju¢ih citotoksina, pronaden je i niz neindentifikovanih
supstanci. Sli¢no, Zafrir-1lan i Carmeli (2010) su iz ribnjaka u lzraelu sakupili Microcystis sp.
iz ¢ijeg su ekstrakta izolovali osam novih metabolita, koji su pokazali inhibitorni efekat na

serin proteaze, tripsin, himotripsin, thrombin i elastazu.
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Cijanobakterije mogu da produkuju Sirok spektar strukturno razli¢itih jedinjenja koja
mogu da izazovu i razlicite efekte, od citotoksi¢nih, preko enzim inhibiSucih,
imunosupresivnih, antiinflamatornih, do antifungalnih, antibakterijskih, antivirusnih i
algicidnih efekata (Burja i sar., 2001). Ovde ¢e biti spomenut samo deo ovih raznolikih
cijanobakterijskih jedinjenja.

Mnogi metaboliti izolovani iz cijanobakterija imaju svojstvo citotoksi¢nosti, posebno
kriptoficini koji se ispituju kao moguci kandidati u lecenju kancera. Tu sposobnost imaju jos:
ciklamidi (citotoksi¢ni u raznim ¢elijskim linijjama kancera), kalotriksini (antiproliferativna
aktivnost), tolitoksin 1 scitoficini (inhibiSu polimerizaciju aktinskih mikrofilamenata u celiji)
(Chlipala i sar., 2011), minutisamidi, mikrocistilid A, laksaficini, cilindrociklofani i bauerini
A-C (kancer kolona), karbamidociklofani, dendroamidi, hapalosin i toliporfini (kancer
dojke), pahaiokolid A (kancer plu¢a) i tihonamid (kancer prostate). Navedena su samo neka
jedinjenja izolovana iz cijanobakterija koja se na osnovu svojih citotoksi¢nih osobina testiraju
u borbi protiv malignih bolesti (Nagarajan i sar., 2013).

Brojni cijanobakterijski metaboliti izazivaju inhibiciju proteaza. Razne proteaze kao
na primer elastaza, tripsin i himotripsin su ukljuene u proces varenja kod zivotinja,
ukljucujuéi artropode, recimo dafnije, koje se hrane cijanobakterijama. Na osnovu toga moze
se pretpostaviti da je funkcija ovih metabolita da inhibiSu digestivnhe enzime predatora
cijanobakterija (von Elert i sar., 2004; Rohrlack i sar., 2005; Czarnecki i sar., 2006), ali ovu
teoriju je jo§ potrebno potvrditi. Ovu sposobnost inhibicije imaju aeruginozini,
anabenopeptini, cijanopeptolini, mikroginini, mikropeptini, mikroviridini i oscilapeptini, kao
i drugi metaboliti (Chlipala i sar., 2011; Nagarajan i sar., 2013).

Veliki broj metabolita cijanobakterija ispoljava antimikrobne aktivnosti, samo neki od
njih su: aeruginazol, ambigol, ambiguin izonitrili, caloficin, komnostini A-E, fiserindoli,
hapalindoli, hasalidin A i B, ihtiopeptini A i B, kavagucipeptini A i B, nostokarbolini,
noskomin, nostociklin A, nostofungicidin, Sizotrin A, tolibisidini A i B (Chlipala i sar., 2011;
Nagarajan i sar., 2013).

Nekoliko bioaktivnih sekundarnih metabolita cijanobakterija imaju i antiparazitsku
aktivnost, tu se na primer ubrajaju: aeruciklamidi A-D, ambigol A i C, calothriksini A i B,
nostokarbolini, kao i tihonamidi A i B. Neke cijanobakterije produkuju i alelopatska
jedinjenja kojima deluju na alge 1 druge cijanobakterije, a to su na primer: fiSerelin A,
nostokarbolin, nostocin A, nostociklamid, portoamidi A i B, kao i spiroidezin (Nagarajan i
sar., 2013).
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Cijanobakterije predstavljaju bogat izvor novih metabolita koji mogu biti od velike
vaznosti zbog svoje potencijalne primene u biotehnologiji, biomedicini, farmaciji,
poljoprivredi i industriji. Medutim, iako se trenutno sagledavaju njihove korisne osobine,
malo se zna o njihovim toksi¢nim karakteristikama koje mogu biti Stetne po druge organizme.
Kao primer mozZe da se istakne pomenuti inhibitor proteaze (tripsina) cijanopeptolin 1020,
koji produkuje cijanobakterija Microcystis. Nedavno istrazivanje Faltermann i saradnika
(2014) je demonstriralo da pomenuti metabolit moze da remeti brojne bioloske i fizioloske
procese na molekularnom nivou zebrica (Danio rerio). Autori su uocili uticaj na DNK, zatim
neurotoksi¢nu 1 endokrinu aktivnost ovog jedinjenja, koje time moze da izazove znaCajne
ekoloske posledice.

Postoji veliki diverzitet sekundarnih metabolita cijanobakterija i na osnovu pregleda
literature moze se primetiti da postoje na stotine ovakvih jedinjenja. Ali, to su samo trenutno
identifikovana jedinjenja, teSko je i pretpostaviti koliko ih zaista ima, a jo§ teZe, koje su sve
njihove moguénosti, od onih pozitivnih pa do negativnih. 1z tog razloga se naglasava potreba
za istrazivanjem, pored uobiCajenih i najce$Ce ispitivanih cijanotoksina (mikrocistina,
nodularina, saksitoksina, anatoksina i cilindrospermopsina) i drugih metabolita

cijanobakterija koji mogu da predstavljaju pretnju po zdravlje ljudi i Zivotinja.

5.3.4. Akumulacija mikrocistina u biljkama

S obzirom da prisustvo poznatih cijanotoksina nije dokazano u proucavanoj
akumulaciji za navodnjavanje (Aleksandrovacko jezero), pracenje sudbine mikrocistina iz
kontaminirane vode i njegove potencijalne akumulacije u biljkama koje su zalivane na ovaj
naCin nije bilo moguce. Iz tog razloga pristupilo se sprovodenju eksperimenta u
laboratorijskim uslovima, u kome je ljuta paprika (Capsicum annuum) tri meseca zalivana
vodom kontaminiranom mikrocistinima (ekstrakt Microcystis aeruginosa PCC 7806).

Toksi¢nost kulture Microcystis aeruginosa PCC 7806 je poznata od ranije i u NSCCC
je iznosila 9,16 MC-LR ekvi. pg/mg suve mase ili 11 906 pg/L (11,91 pg/mL), §to je
detektovano metodom inhibicije enzima PP1 (Simeunovié¢, 2009). Jungmann (1992) je
odredio unutarcelijski sadrzaj MC-LR u ovoj kulturi, koji je iznosio oko 22 pg/mL. Razlike u
produkciji toksina nadene kod istog soja su najverovatnije posledica uslova kultivacije, jer je
poznato da uslovi sredine imaju znacajan uticaj na rast i produkciju metabolita. Osim toga
takve razlike su se mogle dobiti ukoliko je odredivanje sadrzaja toksina vrSeno u razlic¢itim
fazama rasta ispitivanog soja i kori§¢enjem razli¢itih tehnika (Simeunovi¢, 2009).
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Koncentracija mikrocistina za potrebe ovog eksperimenta je procenjena (LC-MS) na
245 ng/L, §to je priblizno maksimalnim vrednostima zabelezenim u prirodnim uslovima u
Srbiji (npr. 279,87 pg/L) (Simeunovi¢, 2009). Maksimalne koncentracije mikrocistina u
prouavanim vodenim akumulacijama koje se koriste za navodnjavanje su najceSce
zabeleZene tokom proleca i leta kada se najvise i vr$i navodnjavanje biljnih kultura.

Dobijeni rezultati su pokazali da se mikrocistin nije akumulirao u listovima, medutim,
prisustvo ovih toksina je detektovano u plodovima eksperimentalne biljke. Najvise je bilo
MC-RR (0,241 ng/mg, a njegove dimetilovane forme 0,051 ng/mg), pa zatim MC-LR (0,118
ng/mg, a njegove dimetilovane forme 0,077 ng/mg), Cak je detektovan i MC-YR (0,066
ng/mg). S obzirom da je aplikacija vrSena samo direktno u zemlju, jedino je direktan kontakt
sa mikrocistinima imao koren i prisustvo ovih toksina u plodovima ukazuje na njihovu
translokaciju. Translokaciju mikrocistina kroz biljke uocili su i drugi istrazivaéi (Peuthert i
sar., 2007; , Sagrane i sar., 2009).

Nekoliko studija je pokazalo da biljke mogu da akumuliraju mikrocistine u svojim
tkivima (Kurki-Helasmo i Meriluoto, 1998; Solin i Meriluoto, 2001; McElhiney i sar., 2001;
Chen i sar., 2004; Jarvenpaa i sar., 2007; Crush i sar., 2008; Sagrane i sar., 2009; Mohamed i
Al Shehri, 2009; Chen i sar., 2010; Romero-Oliva i sar., 2014). Akumulacija cijanotoksina je
bila dokazana i u prirodnim uslovima u Srbiji, kada su mikrocistini detektovani u vodenim
biljkama iz cvetajuceg jezera Ludas (Tokodi i sar., u pripremi), medutim kako je re¢ o biljnim
vrstama koje se ne konzumiraju, ovo nije od velike vaznosti sa aspekta ekspozicije
cijanotoksinima 1 ljudskog zdravlja. Zbog toga su od znaaja istrazivanja sa biljnim
kulturama koje se gaje u cilju ishrane ljudi.

Jedno od najnovijih istraZivanja tog tipa sproveli su Romero-Oliva i saradnici (2014)
u kome su procenjivali prisustvo cijanotoksina u paradajzu (Solanu lycopersicum) i paprici
(Capsicum annuum) navodnjavanim jezerskom vodom kontaminiranom mikrocistinima. U
jezerskoj vodi cijanobakterijski cvet se sastojao prvenstveno od vrste Microcystis
aeruginosa, a bili su prisutni mikrocistini i to MC-LR i MC-RR u ekstracelularnom uzorku,
dok je pored ova dva toksina, MC-YR takode identifikovana u intracelularnom uzorku. MC-
RR predstavljao je vise od 80 odsto ukupnih mikrocistina u intra i ekstracelularnim uzorcima,
a zatim sledi MC-LR. Totalna ekstracelularna koncentracija mikrocistina bila je 90 pg/L a
intracelularnog 1 931 pg/L. Uzorci plodova i semena iz Solanu licopersicum i Capsicum
annuum su analizirani na mikrocistine. U plodovima i semenima paradajza pronaden je samo
MC-RR (1,16 + 0,67 pg/kg st), dok su kod paprika u semenu otkriveni MC-LR i MC-RR
(7,41 + 4,281 8,10 £ 4,67 pg/kg st), a samo MC-LR u plodu i semenu (0,70 pg/kg st) kao i u

176



Diskusija

uzorcima ploda (1,03 + 0,75 pg/kg st) Capsicum annuum. Translokacija mikrocistina moze
voditi u plodove, pa ¢ak u semena i nove biljke. Izracunata TDI vrednost mikrocistina za
osobu od 60 kg koja konzumira tri ploda (+ 390 gr st) iznosi 0,008 i 0,006 pg/kg, sto je ispod
dozvoljenih vrednosti od 0,04 pg/kg dnevno. Ipak, na ove rezultate je mogao uticati period
uzorkovanja jer su uzorkovane biljke navodnjavane tokom kiSne sezone sa potencijalno
nizom dostupnosti mikrocistina (Romero-Oliva i sar., 2014).

Navedeni razlog moze eventualno predstavljati objasnjenje i zasto su dobijene
vrednosti u plodu paprike bile nize u poredenju sa vrednostima koje su dobijene tokom
eksperimenta. Generalno, nize vrednosti akumuliranih cijanotoksina se mogu ocekivati pri
aplikaciji kontaminirane vode u zemlju, jer se smatra da neki mikroorganizmi u zemljistu
imaju sposobnost degradacije cijanotoksina (Miller i Fallowfield, 2001; Chen i sar., 2006), a i
adsorbcija mikrocistina u zemlji$tu moze smanjiti koncentracije slobodnog toksina u vodenoj
fazi, dostupnog biljkama (Jarvenpaa i sar., 2007).

Sli¢ne koncentracije toksina su detektovane u detelini (0,20 mg/kg st) i zelenoj salati
(0,79 mg/kg st) nakon aplikacija jezerske vode koja sadrzi mikrocistine na izdanak (Crush i
sar., 2008). Sli¢no je uoceno i kod sedam povrtarskih biljaka navodnjavanih vodom sa
mikrocistinima iz podzemnih bunara. Vrednosti su varirale medu vrstama i kretale se od 0,07
ug/g st (u kupusu) pa do 1,2 pg/g st (u rotkvi), a koncentracije mikrocistina u biljkama su bile
u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom cijanotoksina u vodi (Mohamed i Al Shehri, 2009).
| in vitro istrazivanje sa jabukom izloZenom ekstraktu cvetajue biomase toksi¢nih
cijanobakterija iz jezera (3 pg/mL mikrocistina) je pokazalo akumulaciju MC-LR (510,23
ng/g st) u izdanku nakon 14 dana. Koncentracija mikrocistina u izdancima se povecavala sa
vremenom ekspozicije i koncentracijom toksina (Chen i sar., 2010).

Tokom eksperimenta sa paprikom, biljke su bile izlozene visokim koncentracijama
mikrocistina i to tokom dugog vremenskog perioda (tri meseca), nakon ¢ega su dobijene
visoke koncentracije cijanotoksina u plodovima, i to u vrednostima koje prevezilaze GV za
MC-LR u pijacoj vodu (1 pg/L ili 1 pg/kg). Nekoliko autora su uzeli ove vrednosti kao
relevatne parametre (Chen i sar., 2004; Jarvenpaa i sar., 2007; Mohamed i Al Shehri, 2009) s
obzirom da nema definitivnih GV za ovaj nacin ekspozicije, medutim kako je ljudska
potroSnja biljaka niza od potrosnje vode, moze da se napravi preraCunavanje slicno kao pri
ishrani ribom. Tako bi na osnovu TDI uz faktor 0,2 za dati put ekspozicije hranom, osoba od
60 kg koja konzumira 10 g ovakve paprike imala prekoracenu GV (48 pg/kg) 2,5 puta za
MC-LR. Detektovano je i duplo vise MC-RR, ali treba naglasiti da je ova forma toksina oko

10 puta manje toksicna od MC-LR (Sivonen i Jones, 1999) pa je samim tim opasnost manja.
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U plodu su u nizim koncentracijama detektovane i manje toksi¢ne forme mikrocistana: MC-
LY (LDso 70 pg/kg), dmMMC-LR (LDso 90-300 pg/kg) i dmMC-RR (LDso 180-250 pg/kg)
(Chorus i Bartram, 1999; Spoof, 2005).

Navodnjavanje vodom kontaminiranom cijanobakterijama moglo bi biti proprac¢eno
nezeljenim posledicama po same biljke i Sto je joS vaznije, kontaminirane biljke mogu da
predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i zivotinja ako unos mikrocistina preko biljaka

prevazilazi preporucene GV.

5.3.5. Oksidativni stres kod biljaka izazvan mikrocistinima

Navodnjavanje kontaminiranom vodom moze predstavljati opasnost po potrosace, ali
ova praksa moze i negativno da uti¢e na same biljke, Sto sa aspekta prinosa biljaka ima i
odredeni ekonomski znacaj. Da bi se pratio odgovor biljke na mikrocistine, pracen je
antioksidantni sistem, jer je oksidativni stres jedan od prvih odgovora biljke na nepovoljne
uslove zivotne sredine (abiotic¢ke i bioticke faktore).

Intenziviranje oksidacionih procesa, kao 1 povecana produkcija ROS, predstavljaju
jedan od primarnih odgovora biljke na mikroorganizme (Nanda i sar., 2010). Termin ROS
obuhvata sve kiseoni¢ne radikale i kiseoni¢ne derivate koji nisu radikali: vodonik-peroksid
(H202), ozon (Os) i singlet kiseonik (*O2). U kiseoni¢ne radikale spadaju superoksid-anjon
(O27), hidroksil-radikal (OH), kao i razli¢iti peroksidi. ROS teze da spare nespareni elektron
u svojoj molekulskoj orbitali ili da predaju viSak energije, pri ¢emu reaguju sa razli¢itim
molekulima (lipidima, proteinima, nukleinskim Kiselinama, itd.) i stvaraju nove radikale, koji
reaguju sa novim molekulima 1 ceo proces predstavlja lancanu reakciju (Halliwell 1
Gutteridge, 2007).

Enzim lipoksigenaza predstavlja dodatni izvor ROS, jer wvr$i Kkatalizu
hidroperoksidacije polinezasicenih masnih kiselina, ¢ime se sintetiSu novi radikali koji
zapoCinju lanCanu reakciju lipidne peroksidacije (Rosahl, 1996). Polinezasi¢ene masne
kiseline su glavne strukturne komponente lipidnih membrana i veoma su osetljive na
peroksidaciju (Halliwell i Gutteridge, 2007). Pri tome kao sekundarni proizvod lipidne
peroksidacije, moZe nastati malondialdehid (MDA) (Popovié i Stajner, 2008). Sadrzaj MDA,
jednog od krajnjih proizvoda razgradnje membranskih lipida u ¢elijama, koristi se kao merilo
intenziteta lipidne peroksidacije. Intenzitet lipidne peroksidacije je bio znacajno pojac¢an u

oba testirana organa tretiranih biljaka paprike u poredenju sa kontrolom (Tabela 27).
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Kako bi se odbranili od negativnog dejstva ROS, aerobi su razvili antioksidantni
sistem zastite (Apel 1 Hirt, 2004; Mittler i sar., 2004; Malenci¢ 1 sar., 2008). Biljke imaju
sposobnost da sintetiSu sve neophodne antioksidante, dok zivotinje jedan deo unose
ishranom. Antioksidanti se mogu podeliti na enzimske i neenzimske. U enzimske
antioksidante biljaka spadaju SOD, CAT i POD, dok u neenzimske antioksidante spadaju:
redukovani glutation, askorbinska kiselina, a-Tokoferol, karotenoidi, fenoli, itd. (Halliwell i
Gutteridge, 2007).

Fenoli predstavljaju veoma znacajne antioksidante koji reaguju sa skoro svim
reaktivnim vrstama i prooksidansima (jonima metala) (Malenci¢ i sar., 2007; 2008; 2012).
Oni inhibiraju produkciju ROS, inhibicijom enzima koji su ukljuceni u produkciju ROS i
regulaciju antioksidantnih procesa (Van Acker i sar., 1996; Choi i sar., 2002; Grassmann i
sar., 2002). Povecan sadrzaj fenola zabelezili su Sagrane i saradnici (2007) kod vodene biljke
Lemna gibba, zatim ElI Khalloufi i saradnici (2011) u Vicia faba biljci navodnjavanoj
ekstraktom cijanobakterija koji sadrzi cijanotoksine. Znacajno povecanje fenola u korenu i
listovima lucerke (Medicago sativa) otkrili su Lahrouni i saradnici (2013). U eksperimentu sa
paprikom, organi iz kontrole i tretmana imali su jednak sadrzaj ukupnih fenola (Tabela 28).

Medutim, sadrzaj ukupnih flavonoida je bio izrazito veéi u listovima tretiranih biljaka
u odnosu na one iz kontrole (82 % vise). Blago, ali znacajno povecanje ukupnih flavonoida
zabelezeno je u plodovima tretiranih biljaka (Tabela 29). Flavonoidi su prirodna polifenolna
jedinjenja koja imaju vaznu ulogu u brojnim metaboli¢kim procesima, a imaju i sposobnost
da smanje fluidnost ¢elijskih membrana, kao i1 da inhibiSu proces peroksidacije lipida (Arora i
sar., 2000). Novija istraZivanja pokazuju da biljni ekstrakti koji sadrze flavonoide mogu
negativno da uticu na rast cijanobakerija (Huang i sar., 2015).

Antioksidativni kapacitet ispitivanih biljaka odreden je putem DPPH, NBT i ‘OH testa.
Znacajano smanjenje u % neutralisanih DPPH-radikala zabelezeno je u oba organa tretiranih
biljaka, kao i za superoksid-anjon u plodu i hidroksil-radikala u listovima. Razlike nije bilo u
% neutralizovanih superoksid-anjona u listovima i hidroksil-radikala u plodovima, izmedu
kontrole i tretmana (Tabele 30-32).

Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je biljka koja je bila izloZena
mikrocistinima, bila izlozena oksidativnom stresu, tj. da je oksidativan stres odgovor biljke
na bioti¢ki faktor (mikrocistin). Izlaganje toksinima je i u velikoj meri uticalo na smanjenu
antioksidantnu sposobnost eksperimentalnih biljaka, Sto ukazuje da su mikrocistini uticali na

promenu u homeostazi biljaka paprike.
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Navodnjavanje sa vodama koje sadrze cijanotoksine moze da uti¢e na kvalitet i prinos
biljaka, a cijanotoksini mogu da se akumuliraju u jestivim delovima biljaka i prenose putem
lanca ishrane, $to moze ugroziti zdravlje ljudi i zivotinja. Shodno tome, izloZenost biljnih
kultura cijanotoksinima putem navodnjavanja moze imati negativne posledice po privredu i
javno zdravlje. 1z tog razloga se preporucuje kontinuirano pracenje prisustva cijanobakterija i
cijanotoksina u vodama koje se koriste za navodnjavanje, kao i biljnih kultura. Ali
prvenstveno se naglasava potreba prevencije ubrzane eutrofizacije, a samim tim i razvoja
cijanobakterija i prisustva cijanotoksina u akumulacijama koje se koriste za navodnjavanje
biljnih kultura.

Sa stanovista rizika po zdravlje, viSe paznje treba posvetiti prenosu cijanotoksina u
plodove i jestive delove hortikulturnog i poljoprivrednog bilja, kao i toksi¢nosti drugih
cijanotoksina pored mikrocistina. Iako je MC-LR najces¢e detektovan toksin, cijanobakterije
mogu da proizvode brojne varijante mikrocistina. Osim toga, u cijanobakterijskom cvetu
mogu biti prisutni brojni toksi¢ni cijanobakterijski sojevi koji imaju sposobnost produkcije
sirokog spektra cijanotoksina, a malo se zna o efektima razli¢itih cijanotoksina na biljke,
posebno kada se u obzir uzme jo$ i potencijalno sinergistiCko delovanje. Takode, tu su i
drugi, manje poznati metaboliti koji mogu imati toksi¢na svojstva, a o kojima se veoma malo
zna. Koriste¢i vodu zahvacéenu cvetanjem kao izvor za navodnjavanje moze se do¢i u kontakt
sa cijanotoksinima ali i nekim drugim nepoznatim bioaktivnim metabolitima cijanobakterija
koji mogu imati negativne efekte na biljke, Zivotinje, ali i ljude, zato je ovo put izlaganja

kojem treba biti posveceno vise paznje.

5.4. Cijanotoksini u suplementima na bazi cijanobakterija

S obzirom na dokazanu sposobnost cijanobakterija da produkuju brojne i opasne
toksi¢ne metabolite, realna je moguénost da popularni dodaci u ishrani pravljeni na bazi
cijanobakterijske biomase, predstavljaju jedan od puteva ekspozicije cijanotoksinima.
Medutim, potencijalni rizik po zdravlje potroSaca usled konzumiranja ovakvih dijetetskih
suplemenata godinama je bio zanemarivan. Suplementi su sveprisutni na trziStima Sirom
sveta gde se reklamiraju i distribuiraju kao zdrava hrana, a naro¢ito su popularni u
industrijalizovanim zemljama. Suplementi se ¢esto konzumiraju svakodnevno i dugoro¢no, a

to istovremeno moze da predstavlja hroni¢an nacin izlaganja cijanobakterijskim celijma 1
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njihovim metabolickim produktima, od kojih neki mogu biti toksi¢ni. Ovi proizvodi Cesto
sadrZe i biomasu nekih vrsta koje su potencijalni producenti toksina, poput Aphanizomenon
flos-aquae. Ako se biomasa za proizvodnju ovih suplemenata gaji u prirodnim i otvorenim
sistemima treba se predvideti moguénost kontaminacije sa toksinprodukujué¢im
cijanobakterijama (Codd, 1999).

lako proizvodaci navode da kontroliSu nivo mikrocistina u njihovim proizvodima i da
se ovi toksini nalaze ispod dozvoljenih granica od 1 pg/g st (Carmichael i sar., 2000),
nezavisna ispitivanja koncentracije mikrocistina u tim proizvodima pokazala su da su toksini
dostizali vrednosti i od 35 pg/g st (Gilroy i sar., 2000; Lawrence i sar., 2001), pre nego §to je
svest 0 ovoj problematici porasla i kada su se kontrole pocele sprovoditi. lako su uzorci sa
koncentracijom toksina visim od 10 pg/g st izuzetno retki, 8 od 13 cijanobakterijskih (Aph.
flos-aquae) proizvoda sa Nemackog i Svajcarskog trzista imala su vise od dozvoljenih 1 pg/g
st (Hoeger i Dietrich, 2004). Takode, u Oregonu, mikrocistin je detektovan u 85 od 87
testiranih suplemenata, a od toga 72 % ili 63 proizvoda imala su koncentracije MC-LR vece
od 1 pg/g, a kod nekih je dostizala i do 16 pg/g (Gilroy i sar., 2000). I u Kanadi od 50
ispitanih uzoraka, 23 je imalo vise od dozvoljenih 1 pg mikrocistina/g (Lawrence i sar. 2001).

Ranija istraZivanja suplemenata na bazi cijanobakterija distribuiranih na trziStu u
Srbiji su pokazala da se u pojedinim uzorcima nalazio MC-LR (Svir¢ev, 2011). Analizirano
je 8 razli¢itih proizvoda na bazi mikroalgi i cijanobakterija od kojih je polovina sadrzala MC-

LR, a koncentracije toksina su se kretale od 0,45 pg/g pa do 4,17 pg/g (Tabela 37).

Tabela 37. Sadrzaj MC-LR u nekim suplementima sa trzista Srbije (Svircev, 2011)

Uzorci | MC-LR pglg
P1 N.D.
P2 2,95
P3 4,17
PR 6 N.D.
R1 1,12
R3 0,45
R4 N.D.
T1 N.D.

N.D. nije detektovano

Tokom ovog istrazivanja pomo¢u LC-MS/MS metode u dva popularna proizvoda sa

naseg trziSta detektovani su MC-LR (3 pg/g) i dmMC-LR (1,5 pg/g), sto je u okviru
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prethodnog istrazivanja sprovedenog u Srbiji. U oba slucaja vrednosti su prevazilazile
predlozene GV od 1 pg/g. Kada bi potrosa¢ od 60 kg konzumirao 3 tablete dnevno (1,5 g)
preporucene od strane proizvodaca, onda bi u slucaju prvog suplementa izracunata GV (1,6
ug/g) za MC-LR bila prekoracena 1,9 puta. U slucaju drugog suplementa u kome je
detektovana dimetilovana forma ovog toksina, dobijene vrednosti su bile na granici
izraCunate GV, a re¢ je o manje toksi¢noj formi mikrocistina (LDso 90-300 pg/kg) (Spoff,
2005).

lako su ovi suplementi pravljeni na bazi spiruline za koju se smatra da je generalno
netoksicna, ipak postoje indicije da pojedini sojevi ove cijanobakterije mogu da produkuju
cijanotoksine (Ballot i sar., 2004; 2005), koji usled toga mogu biti prisutni u suplementima
pravljenim od spiruline (Draisci i sar., 2001) i samim tim mogu negativno uticati na potrosace
(Iwasa i sar., 2002). Medutim, treba napomenuti da nisu svi produkti ovog tipa sa poviSenim
nivoom cijanotoksina i da im koncentracije mogu znacajno varirati u okviru jednog brenda od
serije do serije (Gilroy i sar., 2000; Hoeger i Dietrich, 2004).

Jo$ jedan problem koji se ovde namece jeste i primena adekvatne metode detekcije
cijanotoksina u suplementima, jer su istrazivanja pokazala razlike u rezultatima detektovanim
razli¢itim metodama ELISA, PPA i LC-MS/MS. Ove razlike se pojavljuju usled nedostatka
standarda i metoda detekcije za desetak kongenera mikrocistina koji se obi¢no javljaju u
ovim proizvodima. Na osnovu toga dobijene vrednosti se mogu smatrati samo kao procena
sadrzaja toksina u suplementima (Lawrence i sar., 2001; Hoeger i Dietrich, 2004; Dietrich i
Hoeger, 2005).

GV za MC-LR u suplementima je izraunata za odrasle osobe, usled ¢ega deca mogu
biti podloZnija dejstvu ovog toksina. Ukoliko bi dete od 20 kg konzumiralo preporucene dve
tablete dnevno (oko 1 g), GV (0,8 pg/g) bi bila prekoracena za vise od tri puta (3,75) kod
prvog od testiranih suplemenata, a u slu¢aju drugog to prekoracenje bi iznosilo 1,9 puta.

Osim telesne tezine potroSaca, preporuc¢ena GV za MC-LR takode zavisi i od dnevnog
unosa suplementa, a koja u velikoj meri zavisi od pojedinca i moze da varira od 0,25 g do 20
g (Schaeffer i sar., 1999; Gilroy i sar., 2000). Dnevna potro$nja od nekoliko grama
suplemenata, koji mogu da sadrze od 1 do 35 pg ekvi. MC-LR/g st (Yu i sar., 2002), mogla bi
premasiti TDI i dovesti do dugoro¢nih zdravstvenih problema. Medutim, ovo se moze izbec¢i
revizijom sadasnjih GV za ovaj put ekspozicije, a o cemu ¢e se diskutovati u tekstu koji sledi.
Dobijeni rezultati upozoravaju na postojanje potencijalne opasnosti po zdravlje potroSaca,
kao 1 na potrebu za uvodenjem i sprovodenjem strozije kontrole kvaliteta suplemenata u

ishrani na bazi cijanobakterija na naSem trzistu.
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5.5. Predlozi za reviziju vrednosti toleranthog dnevnog unosa i

implementaciju grani¢nih vrednosti

Iz dosadasnjag sadrzaja disertacije moglo se saznati da li, kada, kako 1 zasto
cijanobakterije i njihovi metaboliti mogu biti opasni po ljudsko zdravlje. 1z poznatih razloga
cijanobakterijama i njihovim toksinima, posebno najceS¢em i najopasnijem MC-LR, sve vecu
paznju posvecuje i SZO, koja je odredila TDI vrednost za ovaj toksin u iznosu od 0,04 pg/kg
telesne mase dnevno (SZO, 1998). SZO je preporucila i orijentacione GV za dozivotnu
potros$nju ovih kontaminanata putem vode za pi¢e od 1 pg MC-LR po L unete vode, a takode
je dala predloge GV za neke druge puteve ekspozicije o ¢emu je bilo viSe re¢i u uvodnom
delu disertacije.

Medutim, preporuceno je da se predlozene GV revidiraju i snize na minimum, jer
postoji nedostatak informacija vezan za brojna nereSena pitanja i probleme (Dietrich i
Hoeger, 2005; Svirc¢ev i sar., 2011a; Drobac i sar., 2011b; 2013). Naime, TDI je zasnovan na
histopatologiji jetre i promenama nivoa enzima u serumu tokom trinaestonedeljnog
istrazivanja na misevima kojima je oralno davan MC-LR.

Kao prvo, iako je pri prora¢unu za TDI uzet u obzir bezbednosni faktor nesigurnosti
(10) za interspecijsku varijabilnost, ipak postoji znacajna razlika u fiziologiji izmedu glodara
i ljudi. Naime, izlaganje MC-LR putem hrane ili vode je razli¢ito kod glodara i ljudi,
usvajanje MC-LR je manje kod glodara u poredenju sa usvajanjem kod ljudi, in vitro eseji sa
primarnim hepatocitima su ukazali na veci susceptibilitet humanih hepatocita u poredenju sa
glodarima (Batista i sar., 2003) i analiza ljudskih organskih anion transportera je ukazala na
veci transport kod jetre Coveka nego kod jetre glodara (Fischer i sar., 2005).

Drugo, pri izraGunavanju TDI vrednosti primenjen je i ukupni faktor nesigurnosti (10)
za ograni¢enja u bazi podataka, posebno se ovo odnosi na nedostatak podataka o
kancerogenosti 1 hroni¢noj toksi¢nosti izu€avanog cijanotoksina. Medutim, sve viSe pazZnje se
posvecuje istrazivanju mehanizama toksic¢nosti 1 kancerogenosti MC-LR, a postoji 1 sve veci
broj podataka o hroni¢nim negativnim efektima ovog toksina.

Trece, zna se da je glavni ciljni organ mikrocistina jetra, medutim pokazalo se da ovi
toksini mogu uticati i na druge organe, kao $to je debelo crevo (Humpage i sar., 2000a; Zhou
i sar., 2002), tanko crevo (Botha i sar., 2004), mozak (Maidana i sar., 2006, Zegura i sar.,
2008), pluéa (Soares i sar., 2007; Zegura i sar.,2008), srce (Milutinovi¢ i sar., 2006), bubrezi
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(Nobre i sar., 1999; Milutinovi¢ i sar., 2002; 2003) i reproduktivni sistem (Ding i sar., 2006;
Li i sar., 2008).

Cetvrto, postoji i pitanje vezano za trajanje izlaganja-da 1i je re¢ o subhroni¢nom ili
hroni¢nom izlaganju, pa se na osnovu svega navedenog predlaze uvodenje dodatnog faktora
nesigurnosti (vrednost 3). U tom sluc¢aju ukupan faktor nesigurnosti bi mogao iznositi 3 000,
a samim tim i TDI vrednost bi bila smanjena na 0,013 pg/kg (Dietrich i Hoeger, 2005).

Kada su u pitanju GV, svaka zemlja ima svoje specifi¢ne socijalne, ekonomske,
sredinske 1 klimatske faktore koje treba uzeti u obzir prilikom odredivanja ovih vrednosti. Za
ocekivati je da postoji razlika u trajanju i nacinu izlaganja, kao i koli¢ini konzumirane vode,
hrane i suplemenata u razli¢itim delovima sveta. GV je potrebno odredivati u skladu sa tim
lokalnim faktorima svake drzave.

Dalje, GV se obi¢no racunaju za zdrave odrasle osobe od prose¢no 60 ili 70 kg telesne
tezine, pa deca mogu biti ugrozenija od odraslih zbog manje telesne mase, ali i vece
verovatnoce slu¢ajnog unosenja kontaminirane vode i teZeg prepoznavanja simptoma, a i
suplementi su cesto namenjeni upravo deci. Pored novorodencadi i male dece, narocito
podlozne subpopulacije su pacijenati sa oboljenjima jetre. Pri odredivanju dozvoljenih
vrednosti unosa treba voditi ratuna o najugrozenijma.

Na osnovu navedenog, pri racunanju GV za razli¢ite puteve izlaganja (prema formuli
navedenoj u uvodu), uz standardni TDI, za telesnu tezinu bi se moglo uzeti 20 kg, radi zastite
dece i osetljivih osoba, sa pretpostavkom da dnevno konzumiraju 1 L vode za piée, 0,1 kg
hrane (mesa ribe i salate), kao i 1 g suplemenata (preporucene i dozvoljene 1-2 tablete)
dnevno. lzracunate GV na taj nacin bi iznosile: 0,6 pg/L vode za pice, 1,6 pg/kg hrane i 0,8
ng/g suplemenata. Medutim, ako se jo§ uzme u obzir i nizi TDI (0,013 pg/kg), te vrednosti bi
iznosile: 0,2 pg/L vode za pice, 0,5 pg/kg hrane i 0,2 pg/g suplemenata (Dietrich i Hoeger,
2005).

Ovim vrednostima bi se pribliZile i GV racunate za odrasle osobe od prosecnih 60 kg,
koje dnevno piju 2 L vode, jedu 0,3 kg hrane (mesa ribe i salata) i koriste 2 g (preporuceno i
dozvoljeno 3 do 6 tableta) suplemenata u ishrani na bazi cijanobakterija. U tom slucaju pri
nizoj TDI (0,013 pg/kg), GV bi iznosile: 0,3 pg/L vode za pice, 0,5 pg/kg hrane i 0,3 pg/g
suplemenata.

Navedene vrednosti mogu biti i strozije, ako uzmemo u obzir malu decu telesne tezine
5 kg, pa bi u zavisnosti od primenjene TDI, GV iznosile: 0,2 odnosno 0,07 pg/L vode za pice
(ako piju 0,75 L dnevno), 0,4 odnosno 0,13 pg/kg hrane (ako unose 0,1 kg hrane) i 0,2
odnosno 0,07 pg/g suplemenata (ako uzimaju 1 g suplemenata) (Dietrich i Hoeger, 2005).
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Naravno idealno i najbezbednije bi bilo da MC-LR u potpunosti nema, a ako to nije moguce,
onda je neophodno da GV dozvoljavaju njegov minimum u svim putevima ekspozicije.
Ukoliko i to nije izvodljivo, preporucene GV SZO od 1 pg/L (ng/kg ili ug/g u zavisnosti od
nacina izlaganja) mogu zadovoljiti potrebe zastite stanovniStva u kratkom vremenskom
periodu. U svakom slucaju bi trebalo uvesti odrednice u nasu legislativu, a kao uzor nam
mogu posluziti druge drzave koje su ovo pitanje ve¢ regulisale (videti Tabele 4 i 5).

Medutim, tu nije kraj problema, jer jedna vrsta cijanobakterija moze da proizvede
razliCite cijanotoksine, i za veéinu njih TDI se ne moze izvesti zbog nedostatka toksikoloskih
podataka. Do sada, istrazivanja o kancerogenosti cijanobakterija i promociji tumora je
uglavnom fokusirana na hepatotoksine (mikrocistin, nodularin i cilindospermopsin). Ipak,
cijanobakterije proizvode i niz drugih metabolita sa potencijalnim tumor-promovisu¢im
efektima (Novékova i sar., 2011), a tu su i brojna druga jedinjenja koja predstavljaju potpunu
nepoznanicu kada su u pitanju negativna dejstva na druge organizme. Potrebno je napomenuti
da simultano dejstvo nekoliko razli¢itih cijanotoksina nije dovoljno prouceno.

Samo familija mikrocistina broji preko 200 ¢lanova koji su nedovoljno prouceni, a
mogu biti toksi¢ni. Vec¢ina formi ovog cijanotoksina se trenutno ne detektuju i mogu biti
unesene neopazeno, posebno ako se legislativom regulise samo jedna ili nekoliko formi
mikrocistina.

Razlike u koncentraciji detektovanog toksina mogu nastati kada se primene razlicite
metode detekcije. Trenutne metode detekcije dozvoljavaju samo procenu koncentracije
cijanotoksina zbog njihovih razlic¢itih ogranienja (osetljivosti/selektivnosti), dok vecina
metoda moZze meriti samo slobodne mikrocistine, odnosno mikrocistine koji nisu kovalentno
vezani za tkiva. Preciznije i pouzdanije metode detekcije su neophodne za izvodenje
adekvatnih GV i monitoring cijanotoksina (Dietrich i Hoeger, 2005). Ovo se posebno odnosi
na hranu, uzorke tkiva Zivotinja i biljaka, koja zahtevaju kompleksnu pripremu. Generalno
put ekspozicije hranom je ¢esto zanemaren i potrebno mu je posvetiti vise paznje.

Da nivo rizika po ljudsko zdravlje moZe da zavisi od nacina ekspozicije 1 nivoa
cijanotoksina pokazano je u nedavnoj studiji, kada su mikrocistini (prose¢no 0,39 ng/mL)
pronadeni u uzorcima seruma ribara sa jezera Chaohu (Kina). Slucajno izabrani ribari (14
muskaraca 1 21 Zena) koji Zive na jezeru viSe od 5 godina, pili su vodu iz jezera i jeli
uglavnom vodene proizvode (ribe, Skampe, puzeve). Dnevni unos od strane ribara je
procenjen u opsegu od 2,2 do 3,9 ug ekvi. MC-LR, dok je TDI za svakodnevno zivotno
izlaganje 2 do 3 pg po osobi (Chen i sar., 2009). Navedeni podaci ukazuju da produzeno

izlaganje, pa i u rasponu od TDI i vise, moze da predstavlja rizik po zdravlje.
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Imajuéi u vidu moguce dugoro¢ne procese akumulacije cijanotoksina u ljudskom telu,
sledec¢e pitanje se ne treba zanemariti: kakve posledice ima dugoro¢no izlaganje razlicitim
putevima ekspozicije na ljudsko zdravlje kada su nivoi cijanotoksina poviseni ili ¢ak unutar
TDI?

Za sada su nepoznate posledice hroni¢nog izlaganja sa kumulativnim efektima nakon
ingestije kontaminirane vode za pice, hrane i1/ili cijanobakterijskih suplemenata sa povisenim
nivoom cijanobakterijskih toksina. Cak i u zemljama gde postoji legislativa, ukupan dnevni
unos mikrocistina i drugih cijanotoksina moze biti znac¢ajno povecan zdruzenim nacinima
izlozenosti ovim metabolitima: uz vodu za pi¢e, unos mikrocistina se povecava
konzumiranjem supe koja je evaporat vode za pice, unosom riblje ¢orbe koja je evaporat vode
i ekstrakt mesa ribe, same kontaminirane ribe kao i drugih akvati¢nih organizama (Skoljke,
puzevi, rakovi,...), zatim ishranom povréem i vo¢em koje je navodnjavano kontaminiranom
vodom, upotrebom suplemenata u ishrani na bazi cijanobakterija, tuSiranjem, rekreacionim
aktivnostima na akumulacijama koje cvetaju i tako dalje.

Putevi izlaganja cijanobakterijama i njihovim toksinima kojima potencijalno mogu
biti izloZeni stanovnici Srbije se odnose prvenstveno na: upotrebu vode za piée i higijenu koja
sadrzi cijanotoksine (anketa pokazuje da su i pored upozorenja gradani nastavili da
upotrebljavaju vodu u ove svrhe), dermalni kontakt, slu¢ajno oralno unoSenje vode i
inhalacija tokom rekreacije (anketa pokazuje da ljudi dolaze u kontakt sa vodom koja cveta),
konzumiranje ribe (anketa pokazuje da neki ljudi ¢esto konzumiraju ribu, neki verovatno i u
ve¢im porcijama od pretpostavljenih 0,1 kg, a potvrdena je akumulacija mikrocistina u
miSi¢ima ribe) 1 konzumiranje poljoprivrednih kultura sa akumuliranim cijanotoksinima
(brojne akumulacije za navodnjavanje u Srbiji cvetaju, a eksperimentalno je potvrdena
akumulacija mikrocistina u plodovima biljke), kao i upotrebu suplemenata na bazi
cijanobakterija (koncentracije mikrocistina u testiranim preparatima prevazilaze preporucene
vrednosti).

Na osnovu svega navedenog, zakljuCuje se da GV cijanotoksina treba da budu
pazljivo uvedene u domacu legislativu. U tom cilju u Tabeli 38 dat je primer koji bi mogao da
posluzi kao osnov domacoj legislativi (Sviréev, 2011). Da bi se sprecili bilo kakvi
potencijalni rizici, GV za cijanotoksine treba preispitati u svetlu skorijih saznanja i
implementirati ih u nacionalnu legislativu, uzimajuéi pri tome lokalne okolnosti u obzir.
Takode, preporucljivo je da se poboljSaju i standardizuju nacin pripreme uzoraka i metode
detekcije za razli€ite cijanotoksine, kao i da se sprovodi kontinuirano pracenje stanja voda,

hrane i suplemenata.
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Tabela 38. Nivoi rizika i dozvoljene vrednosti cijanotoksina
Izvor cijanotoksina Dozvoljene vrednosti
Voda za pice 1 ng/L MC-LR
1 pg/L nodularin
1 pg/L cilindrospermopsin
1 pg/L anatoksin-a(S)
2 ng/L homoanatoksin-a
3 pg/L anatoksin-a
3 ug/L saksitoksin i ekvivalenti

Vode za rekreaciju
Relativno nizak rizik 20 000 c¢elija/mL (2-4 pg/L MC)
Srednje znacCajan rizik 100 000 ¢elija/mL (>20 ng/L MC)
Stanje visokog rizika pojava vidljivih nakupina na (>100 pg/L MC)
Hrana (meso ribe i biljke) | 1 pg/kg mikrocistina
Dijetetski suplementi 1 pg/g mikrocistina (1 ppm)
Dozvoljena dnevna doza 0,04 pg/kg/dan

Treba naglasiti da se svako cvetanje cijanobakterija traba smatrati toksi¢nim dok se ne
dokaze suprotno. Preporucuje se najveéi oprez i izbegavanje svakog kontakta sa takvim
vodenim ekosistemima dok se ne potvrdi bezbednost koris¢enja u bilo koje svrhe. Da bi se

izbegla izloZenost cijanotoksinima savetuje se:

e Konzumacija samo adekvatno pripremljene vode koja se preraduje iz povrSinskih
akumulacija.

e Izbegavati kontakt (plivanje, ronjenje, veslanje, skijanje i druge rekreativne aktivnosti) sa
vodom na ¢ijoj povrSini su vidljive nakupine cijanobakterija.

¢ IstuSirati se nakon rekreacije u cvetaju¢im vodama.

e Ne dopustiti deci kontakt sa cvetaju¢om vodom.

e Oznaciti kupaliSta znakom zabrane upotrebe tokom cvetanja i najmanje dve nedelje nakon
toga.

e U slucaju umerenog cvetanja preporucuje se uklanjane iznutrica ribe, a ako je broj Celija
veci od milion u mililitru, preporuka je da se riba ne konzumira.

e Ne zalivati poljoprivredne povrsine i sportske terene vodom koja cveta.

¢ Ne Koristiti algicide i druga hemijska sredstva za unistavanje cijanobakterija jer dovode do
lize ¢elije 1 oslobadanja cijanotoksina §to mozZe da pogorsa problem.

¢ U slucaju sumnje na kontakt sa cijanotoksinima potraziti medicinsku pomoc¢ i savet.

e Predlozena terapija u slucaju trovanja cijanotoksinima prikazana je u Tabeli 39 (Svircev 1

Balti¢, 2011).
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Tabela 39. Predlozena terapija u slucaju trovanja cijanotoksinima (Svircev i Balti¢, 2011).

Toksin

Terapija

Hepatotoksini
(Mikrocistini,
Nodularin,
Cilindro-
spermopsin/
citotoksin)

Covek: nema specifi¢ne terapije. Sprovesti mere zastite od trovanja.
Dekontaminacija (kupanje c¢istom vodom 1 sapunom). Oralna ili
gastri¢na primena aktivnog uglja: 25-100 g kod odraslih, 25-50 g kod
dece, 1 g/kg kod infanta (po moguénosti ponovljene primene). Primena
Sylibilin-a 20-50 mg/kg/dan iv, terapija teCnostima i elektrolitima,
antioksidansima (E vit., polifenoli), dijaliza i transplantacija jetre.
Potporna nega i simptomatska terapija. Zabrana uzimanja alkohola i
Acetaminophena.

Zivotinje: Cholestyramin.

Profilaksa: Riphampin 50 mg/kg i Cyclosporine A 10 mg/kg.

Neurotoksin
Anatoksin-a

Gastricna primena aktivnog uglja, asistirana respiratorna terapija,
detoksikacija 1 respiratorni oporavak. U slu¢ajevima progresije bolesti
primeniti Diazepam 5 mg iv Phenothiazini, parasimpatikomimetici i
antihistaminici su kontraindikovani jer imaju antiholinergi¢nu aktivnost
1 mogu da pospeSuju neurotoksi¢nost. Potporna nega i simptomatska
terapija.

Neurotoksin
Anatoksin-a(s)

Gastricna primena aktivnog uglja, asistirana respiratorna terapija,
detoksikacija 1 respiratorni oporavak. U slu¢ajevima progresije bolesti
primeniti Diazepam 5 mg iv Phenothiazini, parasimpatikomimetici i
antihistaminici su kontraindikovani jer imaju antiholinergi¢nu aktivnost
1 mogu da pospeSuju neurotoksi¢nost. Potporna nega i simptomatska
terapija.

Neurotoksini
Saksitoksin,
Neosaksitoksin

Gastricna primena aktivnog uglja, asistirana respiratorna terapija,
detoksikacija i respiratorni oporavak. Potporna nega i simptomatska
terapija.

Dermatotoksini
Apliziatoksin,
Lingbiatoksin

Dekontaminacija. Potporna nega i simptomatska terapija.

Citotoksini
Lipopolisaharidi

Dekontaminacija. Potporna nega i simptomatska terapija.

Naravno treba naglasiti da je uvek bolje “spreciti nego leciti” i treba izbegavati puteve

izlaganja cijanotoksinima, ali najvaZnije je u osnovi smanjiti rast cijanobakterija i kontrolisati

procese eutrofikacije.
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5.6. Nacini prevencije 1 eliminacije cijanobakterija 1 njihovih toksina

Uocena ubrzana eutrofizacija sa masovnim prisustvom potencijalno toksi¢nih vrsta
cijanobakterija u slatkovodnim ekosistemima Srbije predstavlja latentnu i realnu pretnju po
zdravlje ljudi i zivotinja, zbog Cega je potrebna primena adekvatnih mera za ocuvanje
kvaliteta vode. Prvi korak u kontroli pojave cijanotoksina je prevencija i smanjenje procesa
eutrofizacije a samim tim 1 cvetanja cijanobakterija u povrSinskim vodama koje se koriste za
vodosnabdevanje. Slede¢i korak u kontroli pojave cijanotoksina je pravilno upravljanje
vodama, koje ukljucuje primenu razliCitih tehnika i1 tretmana u cilju smanjenja rasta
cijanobakterija i istovremeno posledi¢ne produkcije cijanotoksina (Mouchet i Bonnelye,
1998; Chorus i Bartram, 1999).

Konvencionalni tretmani povrSinskih voda za pice treba da budu optimizovani za
uklanjanje cijanotoksina, u zavisnosti od tipa toksina i da li se uklanjaju unutar ili vancelijski
toksini, a takode treba voditi rauna i o mogucénosti oslobadanja toksina tokom samog
procesa eliminacije (Falconer, 2005). Postoji nekoliko metoda koje se koriste za uklanjanje
cijanobakterija 1 njihovih toksina iz vode, a koje mogu da se sprovode pojedinac¢no ili u
medusobnoj kombinaciji sa ciljem smanjenja zagadivaca, bilo putem uklanjanja, degradacije
ili inaktivacije toksicnosti ciljnog jedinjenja. Tu se ubrajaju razni fizi¢ki 1 hemijski procesi

(Videti Tokodi i sar., 2012).

Fizi¢ko/bioloSki procesi

e Koagulacija ili flokulacija
Koagulacija ili flokulacija podrazumeva agregaciju manjih Cestica u vece upotrebom
hemikalija (npr. gvozde hlorida ili aluminijum sulfata). Moze se primeniti u prirodnim
vodama koja sadrzi viSe vrsta algi (Zhang, 2009a) i efektivna je u uklanjanju celija ali ne i

slobodnih mikrocistina (James i Fawell, 1991; Rositano i Nicholson, 1994).

e Flotacija
Flotacija se koristi za uklanjanje suspendovanih i koloidnih Cestica, smanjenjem gustine i
podizanjem na povrsSinu vode (Wang i sar., 2005). Gas (vazduh) se uvodi blizu dna vodene
kolone 1 ispusSteni mehuri¢i kupe Cestice 1 nose ih na povrsinu. Efikasna je za uklanjanje celija

cijanobakterija (i unutarcelijskih toksina) i ne izaziva oSteenje ¢elija. Medutim, nije uo¢eno

189


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010104000741#BIB30
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010104000741#BIB46

Diskusija

znacajno uklanjanje rastvorenih mikrocistina, pa bi se trebala koristi u kombinaciji sa drugim

metodama za eliminaciju rastvorenih toksina u vodi (Ribau Teixeira i Rosa, 2006).

e Filtracija
Obicno se koristi nakon koagulacije i zahteva redovno ispiranje filtera. Ako se ne obavlja
adekvatno, moze da dode do uniStavanja cijanobakterijskih ¢elija 1 oslobadanja cijanotoksina
u vodu (Chorus i1 Bartram, 1999). Direktna brza filtracija nije bila efikasna u uklanjanju
cijanobakterijskih celija, dok spora filtracija peskom moze da ukloni 99 % c¢elija (Lepisto i
sar., 1994; Mouchet i Bonnelye, 1998; Grutzmacher i sar., 2002). Spora i brza filtracija mogu
da uklone ili inaktiviraju mikrocistine u vodi (Lahti i sar., 2001; Grutzmacher i sar., 2002;
Bourne i sar., 2006). Spora filtracija peskom moze biti korisna metoda ako se kombinuje sa

drugim tretmanima vode (Chorus i Bartram, 1999).

e Membranski procesi
Predstavlja fizicki proces vrSen pod pritiskom, koji razdvaja zagadivae po veliCini i
naelektrisanju u zavisnosti od fizi¢ko-hemijskih karakteristika membrane. Membranske
filtracije pod niskim pritiskom: mikrofiltracija (MF) 1 ultrafiltracija (UF) su se pokazale
efikasnim u uklanjanju cijanobakterijskih celija (Gijsbertsen-Abrahamse i sar., 2006), jer
mogu ukloniti vise od 98 % celija cijanobakterija, ali nisu u mogucnosti da eliminiSu
rastvorene cijanotoksine (Ribau Teixeira i Rosa, 2006a). UF se pokazala kao nepouzdana
barijera za cijanotoksine (Lee i Walker, 2006). Nanofiltracija (NF) i reverzna osmoza (RO)
su mogle ukloniti rastvorene mikrocistine (Neumann i Weckesser, 1998; Gijsbertsen-
Abrahamse i sar., 2006; Ribau Teixeira i Rosa, 2006a), ali zahtevaju visok nivo odrzavanja

da bi se sprecio obraStaj membrane (Drikas i sar., 2001; Miller i sar., 2001).

e Adsorpcija, aktivni ugalj
Ukljucuje primenu aktivnog uglja u prahu koji se povremeno dodaje kada postoji potreba, ili
adsorbera zrnastog aktivnog ugalja, koji se koristi kontinuirano (Newcombe, 2002). Uspesno
se koriste u uklanjanju mikrocistina iz vode (Nasri i sar., 2007; Wang i sar., 2007), ali postoji
mogucnost adsorpcije drugih organskih zagadivaca i zbog Cestih zamena i1 potrebe primene

velikih koli¢ina, aktivirani ugalj moZe postati skupa metoda (Lee i sar., 2005).
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e UV fotoliza
UV moze ostetiti molekularne veze i inaktivisati patogene u vodi. Mikrocistin, anatoksin-a i
cilindrospermopsin mogu se fotoliti¢ki razoriti pri visokim dozama ovog zracenja (Tsuji i
sar., 1994; Chorus i Bartram, 1999; Senogles i sar., 2000). Medutim, visoke doze UV
zracenja koje su potrebne za uspesnu fotolizu mikrocistina za tretman voda su neprakti¢ne

(Drikas i sar., 2001; Svrcek i Smith, 2004).

e Probiotske bakterije
Specifi¢ni sojevi (Lactobacillus rhamnosus sojevi GG i LC-705, Bifidobacterium longum 46,
Bifidobacterium lactis 420 i posebno Bifidobacterium lactis Bb12), mogu ukloniti MC-LR iz
vodenih rastvora. Sveze kulture bakterije su bile efikasnije od liofilizovanih ili nevijabilnih.
Uklanjanje MC-LR je zavisilo od temperature i bakterijske koncentracije (Nybom i sar.,
2007).

Hemijski procesi

e Oksidacija

Oksidanti razbijaju toksi¢ne organske molekule, ali mogu dovesti i do oStecenja
cijanobakterijske membrane i oslobadanja toksina. Primarni oksidanti su hidroksil radikali,
ozon, hlor dioksid, kalijum permanganat, hlor i hloramini (Crittenden i sar., 2005). Obi¢no se
koriste pre ili posle filtracije kao dezinficijensi (Westrick i sar., 2010). Permanganat se ¢esto
primenjuje zbog relativno niske cene, jednostavnog rukovanja, stabilnosti, delotvornosti
(Waldamer i Tratnyek, 2006) i ne dovodi do formiranja hlorovanih ili bromovanih
nusprodukata (Rodriguez i sar., 2007). Hlor na pH<8 je efikasan u inaktivaciji mikrocistina
(Acero i sar., 2005; Ho i sar., 2006), ali pri tome je moguce izlaganje ljudi toksi¢nim nivoima
hlora u vazduhu. Takode postoji rizik od lize ¢elija cijanobakterija i formiranje visokih nivoa
trihalometana (Chorus i Bartram, 1999; Newcombe, 2002; Acero i sar., 2005; Rodriguez i
sar., 2007a). Efikasnost ozona zavisi od doze i vrste cijanotoksina, a formiranje nusproizvoda
je prisutno pri procesu ozonizacije (Brooke i sar., 2006; Rodriguez i sar., 2007b).
Permanganat je efikasan za eliminaciju anatoksina i MC-LR, a hlor za cilindrospermopsin i
MC-LR, dok je ozon efikasan za sva tri toksina (Rodriguez i sar., 2007b).
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¢ Napredna oksidacija-Fenton proces
Fenton reagens je meSavina fero jona i vodonik peroksida koji proizvodi izuzetno reaktivne
hidroksilne radikale. Dovodi do degradacija MC-LR i MC-RR, a u kombinaciji sa ozonom i
vodonik peroksidom dovodi i do eliminacije anatoksina-a (Al Momani, 2007). U Foto-Fenton
procesu, koji ukljucuje UV zracenje, uklonjen je MC-LR (Bandala i sar., 2004). Nedostatak

ove metode je stvaranje mulja gvozda (Svréek i Smith, 2004).

e Vodonik peroksid
Vodonik peroksid (H20.) je reaktivna vrsta kiseonika proizvedena u prirodi uglavnom tokom
fotolize rastvorene organske materije izlozene UV zraCenju, predstavlja nus-produkt
fotosinteze, disanja i drugih metabolickih procesa, proizvode ga mnogi organizmi i prirodno
se javlja u malim koncentracijama u povrsinskim vodama (Cooper i Zika, 1983; Apel i Hirt,
2004; Asada, 2006; Veal i sar., 2007). Smatra se da su cijanobakterije osetljivije na H20>
nego eukariotski fitoplankton iz razloga $to cijanobakterije ne proizvode H202 kao $to to rade
eukariotski fitoplankton i vise biljke tokom fotosinteze (Helman i sar., 2003; 2005; Latifi i
sar., 2009; Allahverdiyeva i sar., 2011). Nekoliko studija je i pokazalo da su cijanobakterije
osetljivije na H202 nego zelene alge i dijatomeje, ¢ime se omogucuje selektivno eliminisanje
cijanobakterija (Barroin i Feuillade, 1986; Drabkova i sar., 2007; 2007a; Barrington i
Ghadouani, 2008). Takode, uoceno je da H20, moze da eliminiSe vise od 50 %
cijanobakterijske biomase u roku od 48 h iz jezera (Barrington i sar., 2011). Na osnovu
istrazivanja koje je vrSeno u Holandiji na jezeru u kome je cvetao Planktothrix agardhii
tretman sa H»O0> se pokazao kao veoma uspesan. H»O» selektivno je eliminisao
cijanobakterije u roku od nekoliko dana, bez vecih posledica po eukariotski fitoplankton,
zooplankton i makrofaunu. Posle tretmana, brojnost cijanobakterija je ostala niska 7 nedelja.
PronalaZenje prave doze je kljuéno za primenu H20-, a zatim se zeljenom koncentracijom
H202 homogeno tretira ¢itavo jezero i to u jednom danu, da bi se izbeglo ponovno prenosenje
cijanobakterija iz netretiranih u tretirana podru¢ja (Matthijs i sar., 2012). Takode,
mikrocistini mogu da se oksiduju sa H202 tokom ili ubrzo nakon lize ¢elija (Cornish i sar.,
2000; Liu i sar., 2003; Bandala i sar., 2004). Proizvodi oksidacije mikrocistina nisu toksi¢ni i
ne predstavljaju opasnost za javno zdravlje (Lawton i sar., 1999; Liu i sar., 2002; Rodriguez i
sar., 2007; 2008). Konacno, H20; se brzo razlaze na vodu i kiseonik i ne ostavlja dugoro¢ne
hemijske tragove u okruZzenju. U svetu za sada postoji nekoliko primera uspeSne aplikacije

H20: u cilju eliminacije cijanobakterija i cijanotoksina, tu se ubrajaju ve¢ pomenuti autori
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Matthijs i saradnici (2012) iz Holandije, zatim Barrington i saradnici (2013) iz Australije, kao
i Wang i saradnici (2012) iz Kine. Primena samo ove metode ili u kombinaciji sa drugim
metodama moze predstavljati potencijalno orude u borbi protiv cijanobakterija i njihovih
toksina u buduénosti, sa tim ciljem primenu i efikasnost ove metode treba dalje i detaljnije

ispitivati.

Navedene metode imaju svoje nedostatke, obi¢no su skupe, Cesto nisu izvodljive,
mogu dovesti do stvaranja negativnih sporednih efekata, kao 1 izazvati lizu cijanobakterijskih
¢elija 1 masovno otpusStanje cijanotoksina ¢ime dodatno pogorSavaju postoje¢i problem.
Rezultati poboljSanja mogu biti vidljivi tek nakon duzeg vremenskog perioda, a obi¢no se
zahtevaju brza reSenja.

Usled trenutnog nedostatka idealnih metoda eliminacije cijanobakterija i
cijanotoksina, potrebno je akcentovati vaznost prevencije eutrofizacije i cvetanja. Mere za
spreavanje eutrofizacije se ostvaruju ve¢ pri projektovanju akumulacija, kada treba voditi
racuna o izboru lokacije uz postovanje svih normativa koji obezbeduju kvalitet, dugovecnost
1 spre¢avanje ubrzane eutrofizacije. Ubrzana eutrofizacija u ve¢ izgradenim akumulacijama
moze se spreciti pravilnim pristupom njihovog koris¢enja i odrzavanja, primenom radikalnih
mera (kao Sto su ¢iS¢enje dna, izmuljivanje, izgradnja taloznica u regionima dotoka vode) kao
i drugih mera, uz monitoring relevantnih parametara. Preduslov je precis¢avanje otpadnih
voda koje dospevaju u akumulaciju (Ivanc 1 Miljanovi¢, 2003).

Prevencija cvetanja cijanobakterija se sastoji u smanjenju, odnosno kontroli unosenja
neorganskih materija pre svega fosfora i azota u vodene ekosisteme koji se koriste za
vodosnabdevanje. Prevencija 1 moguca sanacija cvetanja cijanobakterija u akvati¢nim
sredinama svodi se na nekoliko vaznih koraka: adekvatno preciS¢avanje otpadnih voda,
kontrolisana upotreba fertilizatora u poljoprivredi, smanjenje spiranja vode sa poljoprivrednih
povrsina, zaStita od erozije, zaStita vodoizvoriSta, drenaza sedimenta i vezivanje fosfora,
promene hidrofizickih karakteristika 1 pojacavanje protoka vode 1 biomanipulacija
(Simeunovi¢, 2010).

U borbi sa cvetanjem koriste se razne fizicke, hemijske i bioloske metode. Neke od
fizickih metoda sastoje se u primeni usisnih postrojenja za uklanjanje algi, veStackom
zamucenju vode glinom i aeraciji. Unutrasnji ciklus nutrijenata se obi¢no sprec¢ava tretmanom
jezera kao Sto je aeracija. Dobra aeracija omogucava da se voda krece i1 odrzava konstantnu

temperaturu od vrha do dna vodenog ekosistema (Jovin, 2007).
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Sto se ti¢e bioloskih mera u borbi sa cvetanjem, u procesu smanjenja degradacije
kvaliteta vode i u cilju obnavljanja prirodnih ekosistema znacajnu ulogu ima ekoremedijacija
(ERM). ERM povecava samopre¢is¢ujucu, odnosno samoodbrambenu sposobnost zivotne
sredine, smanjuje i ublazava posledice antropogenog delovanja (kao $to su poljoprivreda,
turizam, saobracaj, industrija, otpad) i moZze pomoc¢i u prevenciji i kontrolisanju cvetanja
voda (Jovin, 2007).

Prirodno ¢is¢enje u ekosistemima se zasniva pre svega na delovanju mikroorganizama
i biljaka, koji mogu da prezive u zagadenoj vodi, tako Sto razgraduju ili usvajaju Stetne
otpadne materije (Vovrkorze, 2006). Prirodna mikrobijalna populacija u akvaticnim
sistemima moze degradirati cijanotoksine (Chours i Bartram, 1999). Znacajan je bioloski
metod koji se zasniva na kori§¢enju mikroorganizama antagonista algi i cijanobakterija. Do
sada je izolovano 25 antagonista cijanobakterija. U akumulacijama Dnjepra su izolovani
mikroorganizmi (algofagi) koji liziraju cijanobakterije u roku od 2-6 dana (Puki¢ i sar.,
2000).

Zooplankton, narocito dafnije, mogu da imaju znac¢ajan uticaj na sastav i zastupljenost
zajednice fitoplanktonan jer ih koriste u ishrani (Reynolds, 1994). S druge strane,
cijanobakterije proizvode cijanotoksine koji uti¢u na zooplankton. Jedna od mogu¢ih funkcija
ovih toksina je da igraju ulogu u odbrani cijanobakterijskih ¢elija od zooplanktona (Rohrlack
I sar., 1999). Jang i saradnici (2007) su pruzili dokaze o indukovanoj odbrani cijanobakterija
povecanjem proizvodnje mikrocistina kao odgovor na vecu gustinu zooplanktona. S druge
strane, dafnije razviju fizioloske i bihevioralne osobine koje im pomazu u prisustvu toksi¢nih
cijanobakterija. Nedavna istraZivanja su pokazala da visoke koncentracije mikrocistina ne
sprecavaju dafniju u supresiji biomase fitoplanktona u prirodi (Chislock i sar., 2013). Postoje
I nalazi u kojima su lokalne populacije dafnija poboljsale svoju efikasnost da toleriSu i koriste
toksi¢ne cijanobakterije u ishrani (Gustafsson i Hansson, 2004; Sarnelle i Wilson, 2005). |
tokom naseg eksperimenta Daphnia pulex (Slika 25) se hranila razli¢itim cijanobakterijama
(testirano 80 sojeva iz NSCCC), bez obzira na rod, morfologiju 1 toksi¢nost, a zavisno od
soja. U vecini slucajeva u kojima se dafnija nije hranila tokom prvog dana, pocela je tokom
eksperimenta (Drobac i sar., 2013a). Pretpostavka je da se dafnija adaptirala i pocela da
koristi cijanobakterije u svojoj ishrani. Evolucija tolerancije dafnija prema cijanobakterijama
moze biti vazna za biomanipulaciju 1 poboljSanje kvaliteta vode u eutrofnim jezerima
(Hairston i sar., 2001; Sarnelle i Wilson, 2005). Promene u lancima ishrane u vidu povecanja
ishrane herbivornog zooplanktona i posledi¢nog smanjenja brojnosti cijanobakterija, moze

biti naCin da se poboljsa stanje ekosistema. U prethodnim istrazivanjima Pogozhev i
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Gerasimova (2001) su ukazali kako Daphnia longispina moze da
kontroliSe razvoj fitoplanktona i tako poveca providnost vode i dovede
do oporavka visoko eutrofnih voda. Takode, i u nasem istrazivanju
kvalitet vode ribnjaka, u smislu toksi¢nosti, je zavisio od introdukcije
dafnija u jezerima. U jezerima gde je introdukcija dafnija izvrSena pre
cvetanja cijanobakterija toksi¢nost je bila najniza, a povecana u
jezerima gde je introdukcija dafnija uradena tokom ili nakon cvetanja

cijanobakterija, dok je bila najvisa u kontrolnim jezerima gde nije

izvrSena introdukcija dafnija (Tokodi i sar., 2013). N/

Slika 25. Dafnija koja se hranila cijanobakter.ijama
(Drobac i sar., 2013a)

Postoji moguénost 1 da se neke vrste riba koriste u biomanipulaciji, odnosno u
kontroli cvetanja cijanobakterija ili eliminaciji njihovih metabolita. Fitoplanktivorne ribe
pokazuju veéu otpornost na toksi¢na cijanobakterijska cvetanja u odnosu na omnivorne i
karnivorne vrste, zbog cega fitoplanktivorne ribe mogu da se upotrebe za kontrolu
cijanobakterijskog cvetanja (Qui 1 sar., 2007). Na primer fitoplanktivorni srebrni Saran, kao i
beli i sivi tolstolobik su se pokazali kao efikasni u kontroli cvetanja cijanobakterija (Chen i
sar., 2006a; Ke i sar., 2009). Naravno, s obzirom da ribe mogu akumulirati toksine u svojim
tkivima, prilikom ovakve biomanipulacije treba biti veoma oprezan. Smatra se da se
koncentracije akumuliranih toksina (saksitoksina) u tkivima ribe (jetra i misi¢i) mogu
smanjiti procesom depuracije, tako $to se ribe prebacuju iz cvetajucih jezera u bazene ili
vestacka jezera sa Cistom vodom gde se ¢uvaju nekoliko dana bez hrane (Galvao i sar., 2009),
ali ovaj proces zahteva dalja istrazivanja.

U cilju smanjenja zagadenja vodotokova mogu da se koriste i tzv. biljne naprave za
¢is¢enje (BNC). BNC uz pomoé fizickih i biohemijskih procesa kao $to su aerobna i
anaerobna razgradnja, filtracija, sedimentacija i adsorpcija, obezbeduju ciScenje organskih
materija, azotnih jedinjenja 1 fosfata, teSkih metala 1 drugih otrovnih materija, koje nastaju u
domacdinstvu i poljoprivrednoj proizvodnji. Deluju gravitacijski, bez masinske i elektri¢ne
opreme, tako da se voda sliva preko dva bazena koji se nalaze jedan za drugim, izolovanih
folijom, napunjenim substratom i zasadenim biljkama kojima prija vlaga. Pre¢iS¢ena voda iz
BNC dostize propisane normative i moZe se odvoditi u okolinu, a moZe se sakupljati i
upotrebljavati za zalivanje zelenih povrsina, pranje automobila, sanitarnu vodu i za gaSenje
pozara (Jovin, 2007).
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Plutaju¢i pokretni ekoremedijacioni sistem (PPES) je nova sveobuhvatna ideja u
oblasti ERM, koja podrazumeva: smanjenje kapaciteta zagadenosti vodenog ekosistema,
uklanjanje i eliminaciju otrovnih supstanci, aeraciju, bioakumulaciju teskih metala, korisnu
upotrebu plasti¢nog otpadnog materijala, proizvodnju biljne biomase, akumulaciju otpada na
povrsini vode, smanjenje koncentracije ugljen-dioksida. PPES koristi prirodne procese (npr.
bioakumulacija biljaka, apsorpciju gline) u cilju regeneracije i zastite vodenih ekosistema.
Indirektno smanjenjem ukupnog kapaciteta ekosistema moze se realizovati i smanjenje
cijanotoksina u vodi i ribljem mesu. PPS se sastoji se od: otpadnih plasti¢nih flasa povezanih
u plutajuca ostrva koja nose mlade autohtone biljke koje ¢iste vodu od hranljivih materija,
uklanjaju teske metale 1 vrSe detoksikaciju, kao 1 “sidra” od zeolita koji usled svoje
mikroporozne kristalaste strukture i velike adsorpcione povrSine vrse separaciju i adsorpciju
teSkih metala 1 drugih zagadivaca. PPES predstavlja jeftin, lak i pristupacan nacin za
precis¢avanje vode koriS¢enjem otpadnih materijala i prirodnih resursa, pri ¢emu ne postoje
obliku (npr. glina koja se koristi za akumulaciju cijanotoksina ako se hemijski tretira moze se
ponovo upotrebiti; biljke se u zavisnosti od kvaliteta mogu koristiti kao biofertilizator ili
gradevinski materijal). Ovakve jednostavne ideje se trebaju razvijati i dalje u buducnosti
(Vazi¢, 2014).

Pored svog truda koji se ulaze u pronalazenje adekvatne metode za borbu protiv
cvetanja, sve one imaju vise ili manje nedostataka i dugoro¢no gledano najbolji rezultati se
mogu posti¢i samo prevencijom eutrofizacije 1 cvetanja. U takvoj borbi najjace oruzje
predstavlja podizanje svesti ljudi. Posebnu paZnju treba posvetiti javnom informisanju
korisnika voda na opasnosti od unosenja razlicitih polutanata u vodu koji izazivaju naglo
povecanje gustine populacije cijanobakterija. Pored javnog informisanja korisnika o
moguéim posledicama zagadenja, mere opreza nalazu i adekvatno informisanje javnosti o
svim aspektima toksi¢nosti algi i cijanobakterija. Upozorenje i obracanje paznje javnosti nije
samo mera za izbegavanje rizika, nego i informisanje o simptomima trovanja i alergija, kao i
razumevanje i prepoznavanje njihovih uzroc¢nika i odredivanje nacina terapije. U regionima
zahvacenim cvetanjem cijanobakterija zdravstvene informacije trebale bi biti dostupne
javnosti. Informacije se mogu S§iriti uvodenjem edukacionih programa putem prezentovanja,
ukljucujuci skole putem popularnih predavanja, masovne medije 1 broSure (Svircev, 2001).

Moze se zakljuéiti da su cijanobakterije i njihovi toksini sveprisutni problem u
brojnim akumulacijama za vodosnabdevanje, rekraciju, nevodnjavanje i uzgoj ribe Sirom

Srbije i1 kao takvi mogu razli¢itim putevima da stignu do ¢oveka i uti¢u na njegovo zdravlje.
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Ovaj problem cvetanja se tesko reSava i1 zato se naglaSava potreba njegove prevencije, a u
tome bitnu ulogu ima podizanje svesti gradana. Takode, da bi mu se mogli suprotstaviti,
potrebno je u potpunosti izuciti ovaj fenomen, te su dalja istrazivanja imperativ.

Rezultati ove doktorske disertacije ¢e pomoci u boljem poznavanju negativnih efekata
cijanobakterija 1 njihovih toksina na ljudsko zdravlje, kao i1 nacina izlaganja ¢oveka ovim
Stetnim metabolitima. Upoznavanje sa putevima ekspozicije na teritoriji Republike Srbije,
odnosno, lokalitetima na kojima dolazi do pojave cvetanja cijanobakterija (akumulacije za
vodosnabdevanje, rekreaciju, navodnjavanje i ribnjacima), prenosenja cijanotoksina putem
lanaca ishrane i njihovog prisustva u namirnicama za ljudsku upotrebu (riblje meso,
kultivisane biljke za ishranu, suplementi u ishrani na bazi cijanobakterija) moze predstavljati
osnovu prevencije raznih akutnih i hroni¢nih oboljenja. Ovi rezultati mogu da pronadu
primenu u domovima zdravlja, zavodima za javno zdravlje, bolnicama, sredstvima javnog
informisanja, fabrikama vode, poljoprivrednim i turisti¢kim organizacijama.

U naSoj zemlji ne postoji legislativa o dozvoljenim vrednostima cijanobakterija i
cijanotoksina u vodi i hrani, tako da informacije iz ove teze mogu da svedoce o potrebi
definisanja grani¢nih vrednosti i implementacije legislative o cijanotoksinima radi zastite
ljudskog zdravlja, posebno kada se uzme u obzir da postojea praksa i klimatske promene

pogoduju sve ¢escoj pojavi cvetanja cijanobakterija u Srbiji.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu istrazivanja koja su sprovedena tokom izrade ove disertacije u periodu od

2010. do 2014. godine, mogu se potvrditi postavljene hipoteze i doneti sledeci zakljuéci:

1. U ispitivanim akumulacijama za snabdevanje vodom za pice, rekreaciju, navodnjavanje i u
ispitivanim ribnjacima u Srbiji su prisutne toksi¢ne cijanobakterije 1 njihovi cijanotoksini.

1.1.  Cvetanje toksi¢ne cijanobakterije Planktothrix rubescens i mikrocistini su detektovani
u decembru 2013., januaru i aprilu 2014. godine u jezeru Vrutci, akumulaciji za
snabdevanje vodom za pi¢e Uzica, koja sluzi i u rekreativne svrhe. Izrazita toksi¢nost
(Artemia salina bioesej) i visoke koncentracije mikrocistina (LC-MS/MS) su pronadene u
biomasi cijanobakterija iz jezera, i to u rangu opasnosti visokog stepena i velike
zdravstvene ugrozenosti kada se posmatraju preporucene vrednosti SZO za vode za
rekreaciju. U jezerskoj i vodovodnoj vodi je detektovan dmMC-RR (2,11 5,7 pg/L).

1.2. Cvetanje potencijano toksi¢ne vrste Cylindrospermopsis raciborskii desilo se
sredinom decembra 2012. godine u Aleksandrovackom jezeru, akumulaciji koja se koristi
za navodnjavanje, kada je doSlo da masovnog pomora ribe. Artemia salina test ukazao je
na prisustvo toksicnih jedinjenja u cijanobakterijskim c¢elijama, medutim cijanotoksini
mikrocistini, cilidrospermopsin i saksitoksin nisu detektovani. Postoji moguénost da je
neki drugi, neidentifikovani ili nepoznati metabolit ovih organizama bio osloboden iz
¢elija nakon zamrzavanja 1 odmrzavanja leda tokom zime i zatim doveo do uginuca ribe.

1.3. U ribnjacima Vojvodine (13 analiziranih) cvetale su toksi¢ne cijanobakterije tokom
leta 2011. godine, a u uzorcima vode su detektovani (ELISA) cijanotoksini mikrocistin,

nodularin (11 ribnjaka) i saksitoksin (5 ribnjaka).

2. U Centralnoj Srbiji postoji povezanost poveéanih incidenci pojedinih kancera i nekih
akutnih  obolenja sa pojavom cvetanja cijanobakterija u akumulacijama za
vodosnabdevanije.

2.1. Na osnovu analize i statisticke obrade epidemioloskih podataka uoceno je da su
incidence primarnog kancera jetre, kao i kancera mozga, srca, medijastinuma i plu¢ne
maramice, jajnika, testisa, Zeluca, kolorektuma, retroperitoneuma i peritoneuma, leukemija
i malignog melanoma koze veée u okruzima Centralne Srbije gde dolazi do pojave

cvetanja u akumulacijama za snabdevanje vodom za pice. U tri kriti¢na okruga (Nisavski,
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Sumadijski i Topli¢ki) koji se snabdevaju vodom za pi¢e iz akumulacija koje cvetaju,
incidence pomenutih kancera su tokom desetogodiSnjeg perioda bile znatno vise u
poredenju sa ostalim okruzima Centralne Srbije koji nisu pogodeni ovim fenomenom, a
posebno u odnosu na Vojvodinu koja se moZe smatrati kontrolnim regionom jer se
stanovnici snabdevaju podzemnom vodom koja nije podloZzna fenomenu cvetanja
cijanobakterija. Tokom posmatranog perioda nije uofena korelacija izmedu incidence
primarnog kancera jetre, mortaliteta ciroze jetre i incidence hroni¢nih virusnih hepatitisa C
I B za koje se smatra da predstavljaju najznacajnije faktore rizika ovog malignog
oboljenja. Da bi se definitivno potvrdila veza cvetanja i hroni¢nih zdravstvenih
komplikacija u formi malignih bolesti potrebna su dalja istrazivanja.

2.2.  Na osnovu epidemioloskih podataka i rezultata sprovedenog upitnika iz Uzica nakon
cvetanja u jezeru Vrutci, akumulaciji za vodosnabdevanje i rekreaciju, mogu se
pretpostaviti neki negativni efekti cijanobakterija i cijanotoksina na ljude (stomacne
tegobe, iritacije koze i ociju, uestale glavobolje) i na druge izloZene organizme (uginuce
riba i drugih Zivotinja, iritacije koze prvenstveno pasa), medutim za pouzdanije zakljucke,
posebno kada su u pitanju hroniéni efekti, potrebno je da protekne duzi vremenski period i

da se sprovede jo§ deteljnijih istraZivanja.

3. Cijanotoksini mogu da se akumuliraju u mesu ribe uzgajane u akumulacijama i ribnjacima
u kojima dolazi do cvetanja cijanobakterija.

3.1.  Toksini MC-LR, MC-RR i njihove dimetilovane forme su detektovani u tkivu ribe iz
jezera Vrutci uzorkovane pre i nakon cvetanja decembra 2013. i januara 2014. godine.

3.2.  MC-RR je pronaden u cetiri uzorka misi¢nog tkiva Sarana (Cyprinus carpio) iz
ribnjaka Vojvodine. Pored toga uocene su i histopatoloske promene na organima (creva,
jetra, bubrezi, $krge i misi¢i) ribe gajene u ribnjacima koji su cvetali. Posmatrani negativni
efekti 1 akumulacija cijanotoksina u tkivima riba ukazuju da cvetanje toksi¢nih
cijanobakterija u ribnjacima moze da uti¢e na kvalitet ribe, ali i potencijalno da ugrozi
zdravlje potrosaca. 1z tih razloga preporuceno je da se prati prisustvo cijanobakterija 1
cijanotoksina u ribnjacima i u tkivima ribe, sa ciljem minimiziranja ili spre¢avanja

negativnih efekata na zivotnu sredinu, ekonomiju i ljudsko zdravlje.

4. Cijanotoksini mogu da se akumuliraju u plodovima biljaka za ljudsku upotrebu, koje se
zalivaju kontaminiranom vodom u kojoj se nalaze cijanotoksini. Nakon tromese¢nog

zalivanja biljaka paprike (Capsicum anuum) sa ekstraktom Microcystis aeruginosa PCC
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Zakljucci

7806, mikrocistini nisu detektovani u listovima, ali su bili prisutni u plodu paprike i to u
vrednostima koje prevazilaze dozvoljene grani¢ne vrednosti. Mikrocistini su indukovali
oksidativni stres kod izloZzene eksperimentalne biljke i u velikoj meri uticali na smanjenje
njene antioksidantne sposobnosti. Zalivanje biljaka, koje se koriste u ljudskoj ishrani, sa
kontaminiranom vodom usled cvetanja moze da ima negativne efekte na same biljke ali

potencijalno i ljude koji ih konzumiraju.

. Cijanotoksini su prisutni u ispitivanim suplementima na bazi cijanobakterija koji se
prodaju na naSem trziStu. Mikrocistini su detektovani u dva testirana suplementa u ishrani
pravljenih na bazi spiruline. U jednom suplementu je detektovan MC-LR (3 pg/g), a u
drugom njegova dimetilovana forma (1,5 pg/g), u oba sluc¢aja u koncentracijama koje
prevazilaze dozvoljenene grani¢ne vrednosti. Dugotrajna upotreba ovih preparata u
velikim koli¢inama takode moze da predstavlja rizik po ljudsko zdravlje, te je njihova

kontrola neophodna.

. Na osnovu dobijenih rezultata stanovnici Republike Srbije mogu da budu izloZeni
cijanobakterijama i njihovim toksi¢nim metabolitima, usled ¢ega mogu imati zdravstvene
posledice. Iz tog razloga treba uvesti kontrolu cijanobakterija i cijanotoksina, kako u
vodenim ekosistemima, tako i u hrani i suplementima, kroz izmene u domacoj legislativi.
Pored kontrole prisustva cijanobakterija i cijanotoksina u vodama Srbije, potrebna je i
eliminacija istih. Postoje brojne metode od kojih sve imaju svoje dobre i loSe strane.
Potrebno je razvijati jednostavne, brze, bezopasne i jeftine metode koje ¢e pomoci u
reSavanju ovog problema. Medutim, jo§ vaznije je ne dozvoliti da do problema cvetanja i
dode, zato je neophodno posvetiti se merama prevencije eutrofizacije, a samim tim i
cvetanja. [ u tu svrhu se razvijaju nove metode koje mogu sacuvati vodene ekosisteme. Ali
u prvom redu je potrebno podi¢i svest ljudi o problemima do kojih dovodi cvetanje

toksi¢nih cijanobakterija, a ova disertacija je jedan korak u tom vaznom procesu.
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VaZna napomena: -
VN

Izvod:
1z

Toksi¢ne cijanobakterije i cijanotoksini detektovani su u akumulacijama za
snabdevanje vodom za pice, rekreaciju, navodnjavanje i ribnjacima na teritoriji Srbije.
Cvetanje Planktothrix rubescens i mikrocistini su detektovani u jezeru Vrutci, akumulaciji za
snabdevanje vodom za pi¢e UZica, koja sluZi i u rekreativne svrhe. Izrazita toksi¢nost (Artemia
salina bioesej) i visoke koncentracije mikrocistina (LC-MS/MS) su pronadene u biomasi iz
jezera, a u jezerskoj i vodovodnoj vodi je detektovan dmMC-RR. Mikrocistini (MC-LR, MC-
RR i njihove dimetilovane forme) su detektovani u tkivu ribe iz jezera Vrutci. Na osnovu
epidemioloskih podataka i rezultata sprovedenog upitnika iz UZica, mogu se pretpostaviti neki
akutni negativni efekti cijanobakterija i cijanotoksina na ljude (stomaéne tegobe, iritacije koze
i o¢iju, ucestale glavobolje) i na druge izlozene organizme (ribe, pse).

U Centralnoj Srbiji uoCena je povezanost povecanih incidenci pojedinih kancera
(primarnog kancera jetre; mozga; srca, medijastinuma i pluéne maramice; jajnika; testisa;
zeluca; kolorektuma; retroperitoneuma i peritoneuma; leukemija; i malignog melanoma koze)
sa pojavom cvetanja u akumulacijama za vodoshabdevanje. U tri kritina okruga (NiSavski,
Sumadijski i Topli¢ki) koja se snabdevaju vodom za pi¢e iz akumulacija koje cvetaju,
incidence navedenih kancera su tokom desetogodiS$njeg perioda bile znatno vise u poredenju sa
ostatalim okruzima Centralne Srbije i Vojvodine. Takode, tokom posmatranog perioda nije
uocena korelacija izmedu incidence primarnog kancera jetre i njegovih glavnih faktora rizika
(ciroze jetre, HCV i HBV). Cijanotoksini mogu biti jedan od faktora rizika koji zajedno sa
drugim faktorima deluju sinergisticki i dovode do povecanja incidence pojedinih kancera.

U kompleksu ribnjaka Vojvodine (13 analiziranih) tokom leta 2011. zabeleZeno je
cvetanje, a u uzorcima vode su detektovani (ELISA) mikrocistin, nodularin (11 ribnjaka) i
saksitoksin (5 ribnjaka). MC-RR je pronaden u Cetiri uzorka miSi¢nog tkiva Sarana (Cyprinus
carpio) iz ovih ribnjaka. Uocene su i histopatoloSke promene na organima (creva, jetra,
akumulacija cijanotoksina u tkivima riba ukazuju da cvetanje cijanobakterija u ribnjacima
moze da uti¢e na kvalitet ribe, ali i potencijalno na zdravlje potrosaca.

Do masivnog pomora ribe doSlo je u Aleksandrovatkom jezeru gde je cvetao
Cylindrospermopsis raciborskii. Artemia salina test ukazao je na prisustvo toksi¢nih jedinjenja
u cijanobakterijskim ¢elijama, medutim mikrocistini, cilidrospermopsin i saksitoksin nisu
detektovani. Postoji moguénost da je neki drugi, neidentifikovani ili nepoznati
cijanobakterijski metabolit doveo do uginuéa ribe u akumulaciji koja se Kkoristi za
navodnjavanje. Cijanotoksini mogu da se akumuliraju u plodovima biljaka koje se zalivaju
kontaminiranom vodom u kojoj se nalaze cijanotoksini. Nakon tromese¢nog zalivanja paprika
(Capsicum anuum) sa ekstraktom Microcystis aeruginosa PCC 7806, mikrocistini su
detektovani u plodu paprike. Mikrocistini su indukovali oksidativni stres kod eksperimentalne
biljke i u velikoj meri uticali na smanjenje njene antioksidantne sposobnosti. Zalivanje biljaka,
koje se koriste u ljudskoj ishrani, sa kontaminiranom vodom usled cvetanja, moze da ima
negativne efekte na biljke ali potencialno i ljude koji ih konzumiraju.

Mikrocistini (MC-LR i dmMC-LR) su detektovani u dva testirana suplementa na bazi
cijanobakterija koji se prodaju na naSem trziStu, u koncentracijama koje prevazilaze
preporuc¢ene grani¢ne vrednosti. Dugotrajna upotreba ovih preparata u velikim koli¢inama,
moze da predstavlja rizik po ljudsko zdravlje.

Na osnovu dobijenih podataka za teritoriju Republike Srbije, ljudi mogu na razlicite
nacine da budu izloZeni cijanobakterijama i njihovim toksi¢nim metabolitima i da usled toga
imaju zdravstvene posledice, iz tog razloga treba uvesti kontrolu cijanobakterija i cijanotoksina
u vodi, hrani i suplementima.
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Abstract:

AB

Toxic cyanobacteria and cyanotoxins were detected in reservoirs for drinking water
supply, recreation, irrigation and fishponds on the territory of Serbia. Following blooming of
Planktothrix rubescens microcystins were detected in the lake Vrutci, the reservoir for
drinking water supply of Uzice, which is also used fore recreational purposes. Pronounced
toxicity (Artemia salina bioassay) and high concentrations of microcystins (LC-MS/MS) were
found in biomass, while in the lake and tap water dmMC-RR was detected. MC-LR, MC-RR
and their dimethylated forms were detected in fish tissue from lake Vrutci. On the basis of
epidemiological data and the results of questionnaire conducted in Uzice, some acute adverse
effects of cyanobacteria and cyanotoxins on people (abdominal problems, skin and eye
irritation, frequent headaches), and the other exposed organisms (fish, dogs) could be assumed.

In Central Serbia correlation between blooming in reservoirs for water supply and
increased incidence of certain cancers (primary liver cancer; brain; heart, mediastinum and
pleura; ovary; testis; stomach; colorectum; retroperitoneum and peritoneum; leukemia; and
malignant melanoma of skin) was observed. During the ten-year period in three critical
districts (Nisavski, Sumadijski and Topli¢ki), which are supplied with drinking water from
blooming reservoirs, the incidence of mentioned cancers were significantly higher compared
with remaining districts of Central Serbia and Vojvodina. In addition, during this period
correlation between the incidence of primary liver cancer and its major risk factors (liver
cirrhosis, HCV and HBV) was not observed. Accordingly, cyanotoxins may be one of the risk
factors that, together with other factors act synergistically and lead to increased incidence of
certain cancers.

In the summer of 2011, complex of fishponds in Vojvodina (13 analyzed) was
blooming, and in water samples microcystin, nodularin (11 ponds) and saxitoxin (5 ponds)
were detected (ELISA). MC-RR was found in four samples of carp (Cyprinus carpio) muscle
tissue from investigated fishponds. Histopathological changes in organs (intestines, liver,
kidneys, gills and muscles) of fish grown in blooming ponds were also observed. The observed
negative effects and cyanotoxin accumulation in fish, suggest that blooming of cyanobacteria
in fishponds may affect the quality of the fish, but also potentially the health of consumers.

A massive fish kill occurred in Aleksandrovac lake, where Cylindrospermopsis
raciborskii bloomed. Artemia salina test indicated the presence of toxic compounds in a
cyanobacterial cells, however microcystins, cilidrospermopsin and saxitoxin were not detected.
There is a possibility that another, unidentified or unknown cyanobacterial metabolite led to
fish mortality in this reservoir used for irrigation. Cyanotoxins may accumulate in the fruits of
plants that are irigated with contaminated water containing cyanotoxins. After watering pepper
(Capsicum anuum) for three-months with extract of Microcystis aeruginosa PCC 7806,
microcystins were detected in fruit. Microcystin induced oxidative stress in experimental
plants and influenced the reduction of its antioxidant capabilities. Irigation of plants used for
human nutrition, with contaminated water due to blooming, can have negative effects on plants
and potentially humans who consume them.




Microcystins (MC-LR and dmMC-LR) were also detected in the two tested
cyanobacterial supplements from Serbian market, in concentrations that exceed the
recommended guideline values. Therefore, long-term use of these products in large quantities,
may present a risk to human health.

Based on the obtained data on the territory of the Republic of Serbia, people can in
various ways, be exposed to cyanobacteria and their toxic metabolites, and as a consequence
can have health problems, thus presence of cyanobacteria and cyanotoxins in water, food and
supplements should be controlled.
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