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Fekalno oneciS¢enje vazan je ekoloski problem priobalnih podrucja koji utjeCe na
ekosustav 1 ugrozava ljudsko zdravlje. Akumulacija 1 postojanost fekalnoga oneciS€enja
istrazeni su u vodenom stupcu i sedimentu tri rovinjske uvale izloZene razliCitim vrstama 1
koli¢inama otpadnih voda. Razina fekalnog oneciS¢enja kvantificirana je pomocu bakterijskih
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se njihov odnos mijenjao sezonski. Fekalna kontaminacija je registrirana u radiusu od 300 m
oko ispusta. Sezonske promjene brojnosti heterotrofnih bakterija i produkcije bile su vrlo
sli¢ne kao 1 na neonec¢is¢enom podrucju, uz blago povecanje brojnosti 1 brzine dijeljenja na
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koprostanola. U sedimentima juZne luke, izloZenim ispusStanju sa brodova 1 jahti razina
fekalnog oneciSc¢enja je bila niska.
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Uvod

1. Uvod

Priobalna podruc¢ja su kompleksni ekosustavi koji imaju istovremeno visoku ekolosku,
gospodarsku, socijalnu 1 kulturnu vrijednost (Carter, 1989; UNEP, 2008). IspuStanje
kanalizacijskih otpadnih voda jedan je od glavnih problema morskog okoliSa na globalnoj
skali koji direktno ugrozava priobalne sustave (Adingra 1 Arfi, 1998; Braga i sur., 2000,
Aslan-Yilmaz i sur., 2004; Garrido-Perez i sur., 2008). Neobradene ili primarno obradene
otpadne vode, kakva je vefina na naSoj obali, obiluju visokim udjelima patogenih
mikroorganizama, organskog materijala i anorganskih soli (UN, 2015). Unosom patogena u
morsku okolinu povecava se mogucnost Sirenja infekcija 1 bolesti kod ljudi 1 Zivotinja,
direktno kroz morsku vodu i sediment ili indirektno kroz prehrambeni lanac (Krstulovi¢ 1 sur.,
2006). Unos organske tvari i anorganskih soli, osim S$to Cesto naruSava estetski izgled
prihvatnog mora, moze znacajno utjecati na funkcioniranje hranidbene mreZe 1 u ekstremnim
slucajevima dovesti do cvjetanja mora, hipoksije, anoksije i1 eutrofikacije (Chisholm 1 sur.,
1997; Soltan 1 sur., 2001, Savage 1 sur., 2002; Giicker 1 sur., 2006; Mozeti¢ 1 sur., 2008).
Prema tome pracenje procesa akumulacije fekalnog onec¢is¢enja u moru 1 odgovor ekosustava
na ovaj antropogeni pritisak predstavljaju vazan korak u ocuvanju okolisa 1 gospodarskih

aktivnosti vezanih uz more.

U ovom istrazivanju analizirani su uzorci sedimenta i morske vode na tri lokacije
rovinjskog akvatorija pod utjecajem razliCitih ispusta otpadnih voda; kanalizacijskih,
industrijskih 1 oborinskih. Koriste¢i mikrobioloSke 1 kemijske indikatore kvantificirana je
razina fekalnog oneciS¢enja, te je praceno njegovo Sirenje 1 zadrzavanje u morskom okolisu.
Analizom profila 1 omjera sterolnth markera identificirani su specifi¢ni tragovi razli¢itih
izvora oneciS¢enja u okoliSu, stupanj obrade i starost fekalnog materijala te odvijanje procesa
oksidacije 1 redukcije u sedimentu. Uz to, istrazena je uloga odredenih parametara okolisa
poput strujanja, stratifikacije vodenog stupca, kao i1 granulometrijskog sastava, sadrzaja
organske tvari 1 redox potencijala sedimenta na transport, razgradnju 1 zadrZzavanje fekalnog
materijala u moru. Za procjenu utjecaja otpadnih voda na morski ekosustav analiziran je
odgovor bakterijske zajednice putem njihove brojnosti i aktivnosti duz gradijenta onec¢is¢enja
u razli¢itim sezonama. Bakterije su odabrane zato $to su sveprisutne u moru, brzo odgovaraju

na promjene u okoliSu 1 najbrojnija su komponenta mikrobne zajednice (Sanders 1 sur., 1992)
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koja predstavlja jedan od temelja cijele hranidbene mreZe i1 procesa recikliranja organske tvari

u moru (Cavari 1 Colwell, 1988).
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2. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Ciljevi istrazivanja:
1) Doprinijeti opem razumijevanju ucinka Sirenja otpadnih voda na sanitarnu kvalitetu mora
na primjeru rovinjskog priobalnog podrucja.

2) Utvrditi sezonsku dinamiku morskih heterotrofnih bakterija te njihove povezanosti s

fizickim 1 kemijskim parametrima okoliSa pod utjecajem otpadnih voda.

3) Istraziti ¢imbenike koje utjecu na postojanost i akumulaciju fekalnog onecis¢enja u moru.

Hipoteze:

1) Mikrobne zajednice u podru¢jima pod utjecajem razli¢itog oneciS¢enja (urbanog i
industrijskog) pokazati e razliCite aktivnosti, strukturu i raspodjelu.
2) Uvjeti u okoliSu poput hidrodinamike vodenog stupca, granulometrijskog sastava

sedimenta, te njegovog redoks potencijala znacajno utjeCu na akumulaciju i1 postojanost

fekalnih otpadnih tvari.
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3. Literaturni pregled

3.1. Metode za odredivanje sanitarne kvalitete mora

Patogeni mikroorganizmi kvantitativno su najznacajnija kategorija mikroorganizama
koja dospijeva u more putem otpadnih voda (Krstulovi¢ i sur., 2006). U ovu skupinu spadaju
bakterije, virusi, gljivice i protisti koji su uzrocnici Sirokog spektra bolesti poput kolere,
tifusa, dizenterije, gastroenteritisa, hepatitisa te raznih infekcija 1 mikoza (Krstulovi¢ 1 sur.,
2006). Brojnost 1 raznolikost patogena prisutnih u vodama ovisi o broju ljudi koji gravitira na
odredenom podrucju, sezonskoj zastupljenosti odredenih bolesti 1 rasprostranjenosti patogena
unutar zajednice (Pipes, 1982). Prezivljavanje patogena u moru opcenito je relativno kratko i
kre¢e se od nekoliko sati do nekoliko dana za bakterije, a za viruse 1 protiste 1 do nekoliko
tjedana (Mitchell 1 Morris, 1969; Faust 1 sur., 1975; Fujioka 1 sur., 1981). Dio patogenih
mikroorganizama moze se akumulirati u morskim organizmima, posebno u filtratorima kao
Sto su Skoljkasi, te na taj naCin doseci znatno viSe koncentracije nego u okolnoj vodi. Stoga,
pored zaraze direktnim kontaktom kupaca s onec¢iS¢enom morskom vodom moguca je i zaraza
konzumiranjem hrane iz mora. Prema tome, pri koriStenju mora za rekreaciju i proizvodnju
hrane potrebno je odrediti sanitarnu kvalitetu mora, odnosno kriterije prema kojima se moZze
procijeniti potencijalni rizik zaraze patogenim mikroorganizmima. Sanitarna se kvaliteta mora

prati pomocu indikatora koji mogu biti mikrobioloski, kemijski 1 molekularni.

Indikatori u oneciS¢enom mediju moraju biti prisutni u koncentraciji koja je
proporcionalna koncentraciji patogena. Brzina detekcije 1 kvantifikacije kao 1 izostanak
patogenosti za Covjeka su takoder vazne osobine indikatora. Ako se radi o mikrobnim
indikatorima, ne smiju se razmnozavati u mediju gdje se mjere, a vrijeme njihovog
prezivljavanja mora biti slicno vremenu prezivljavanja patogena kojeg se prati. U teoriji,
najbolji indikatori su oni koji pomocu epidemioloSkih studija pokazuju najveci stupanj
korelacije sa stupnjem rizika za ljudsko zdravlje (Ashbolt, 2001). Epidemioloske studije
provedene su samo za mali broj mikrobioloskih indikatora 1 Cesto s kontradiktornim
rezultatima (Ashbolt, 2001), stoga za vecinu indikatora postoje samo pretpostavke dobre

korelacije s patogenim mikroorganizmima.
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3.2. Mikrobioloski indikatori fekalnoga oneciséenja

Mikrobioloski indikatori za odredivanje sanitarne kvalitete vode koriste se od kraja
devetnaestog stolje¢a kada je prepoznata sanitarna vaznost raznih skupina bakterija poput
koliforma 1 streptokoka koji predstavljaju tzv. klasi¢ne indikatore fekalnog oneciScenja

(Ashbolt, 2001).

Skupine fekalnih koliforma (Error! Reference source not found..) i streptokoka
(Slika 2.) su kvantitativno povezane s fekalnim materijalom (Ashbolt, 2001) budu¢i da
prosje¢an Govjek preko fekalija dnevno oslobada u okoli§ oko 10'' mikroorganizama, medu
kojima ima oko 2x10° koliforma i 5x10°® streptokoka (Ashbolt i sur., 2001). Zbog toga se ove
bakterije univerzalno koriste za odredivanje sanitarne kvalitete mora, a prema njima se

odreduju standardi kvalitete vode u cijelom svijetu.

Ukupni koliformi koristeni su dugi niz godina kao glavni pokazatelj sanitarne kvalitete
vode za pice, rekreaciju i1 uzgoj Skoljaka. Oni predstavljaju skupinu aerobnih i fakultativno
anaerobnih Gram-negativnih, nesporogenih Stapica koji fermentiraju laktozu na temperaturi
od 35°C 1 pri tome u razdoblju od 24 sata proizvode kiselinu 1 plin. U ovu skupinu spadaju
rodovi Escherichia, Citrobacter, Klebsiella 1 Enterobacter. U zadnjem desetlje¢u ova skupina
indikatora se sve rjede koristi zato Sto ukljucuje i bakterije ne-fekalnog porijekla. Takoder,
visoke koncentracije ukupnih koliforma mogu biti utvrdene u uzorcima mora kao rezultat
ispiranja velikih koli¢ina tla s kopna nakon obilnih kisa (Krstulovi¢ 1 sur., 2006). Uz to, neki
koliformi imaju sposobnost razmnozavanja u prirodnim vodama te mogu pokazati lazno
onecis¢enje. S obzirom na vrlo kratko prezivljavanje ukupnih koliforma u morskom okolisu,
prisutnost ovih indikatora ukazuje iskljucivo na svjeze oneciS¢enje fekalnim materijalom ili

tlom.

Fekalni koliformi su podskupina ukupnih koliforma koja pokazuje direktnu
povezanost s fekalnim materijalom toplokrvnih Zivotinja (Figueras i sur., 2000). Ukljucuju
rodove Klebsiella 1 Escherichia (Dufour, 1977), a definirani su kao aerobni i fakultativno
anaerobni Gram-negativni nesporogeni Stapi¢i koji fermentiraju laktozu na temperaturi od
44,5°C 1 pri tome u razdoblju od 24 sata proizvode kiselinu 1 plin (Krstulovi¢ 1 sur., 2006).
Kao 1 ukupni koliformi, fekalni koliformi su indikatori svjeZzeg oneciS¢enja, medutim smatraju

se boljim pokazateljima zbog specifi¢nosti porijekla 1 minimalne mogucnosti razmnozavanja



Literaturni pregled

u morskom okolisu. Iz skupine fekalnih koliforma najzastupljenija je bakterija Escherichia
coli, autohtoni stanovnik ljudskog probavila koji ¢ini izmedu 75% 1 95% ukupnog broja
fekalnih koliforma (Ashbolt i sur., 2001). Budu¢i da su epidemioloske studije pokazale njenu
usku povezanost s gastroenteriénim bolestima (Glassmeyer i sur., 2005) ona se danas sve

¢esce koristi umjesto ukupnih i fekalnih koliforma.

Ukupni koliformi

Fekalni koliformi

E. coli

MO091
Escherichia coli
25922

Slika 1. Skupine koliforma.

Fekalni streptokoki 1ili crijevni enterokoki ukljucuju rodove FEnterococcus i
Streptococcus (Holt 1 sur., 1993). Ove bakterije su Gram-pozitivne i ¢esto dolaze u parovima
ili kratkim lancima dok je oblik stanica izduZeni ili ovalni. S obzirom da su fekalni
streptokoki najc¢es¢e porijeklom iz crijeva toplokrvnih organizama, njihova prisutnost u
morskom okoliSu takoder ukazuje na oneciS¢enje fekalnim materijalom. Medutim ove
bakterije mogu se naé¢i i u nekim biljkama, u crijevima riba kao i biljnim proizvodima, §to
znac¢i da bi otpadne vode prehrambene industrije mogle biti nefekalni izvor streptokoka u

moru (Krstulovi¢ i sur., 2006). Fekalni streptokoki su relativno otporni na morsku vodu i

6



Literaturni pregled

prezivljavaju duze u odnosu na koliforme (Evison i sur., 1980). Zbog te su osobine fekalni
streptokoki pokazatelji neSto starijeg oneciS¢enja u usporedbi s drugim indikatorima.
Dodatno, fekalni streptokoki mogu pruziti i neke informacije o izvoru onec¢iséenja s obzirom
da odredene vrste unutar ove skupine imaju specificne domacine. Na taj nadin je moguce,
utvrdivanjem kvalitativnog sastava fekalnih streptokoka, razlikovati da li je odredeni izvor

fekalnog otpada humanog ili zivotinjskog porijekla.

Kolonije fekalnih streptokoka Kolonije fekalnih sireptokoka
na podlozi Slanetz-Bartley agar na podlozi bile aesculin agar

Slika 2. Kolonije fekalnih streptokoka na selektivnim podlogama.

Kao pokazatelj porijekla fekalnog onecis¢enja koristi se i omjer koncentracija fekalnih
koliforma (FK) i fekalnih streptokoka (FS). Omjer FK/FS koji je manji od 0,7 pokazatelj je
oneciS¢enja zivotinjskog porijekla, dok je omjer FK/FS ve¢i od 4,0 pokazatelj ljudskog
porijekla fekalnog materijala. Ovi odnosi vrijede isklju¢ivo za svjezi fekalni otpad koji nije
stariji od 24 sata (Krstulovi¢ i sur., 2006). Omjer izmedu broja fekalnih koliforma i fekalnih
streptokoka moze biti 1 pokazatelj udaljenosti mjesta uzorkovanja od izvora onecis¢enja ili
pokazatelj vremena koje je proslo od dolaska otpadnih voda fekalnog porijekla na mjesto

uzorkovanja.

Osim klasi¢nih indikatora postoje i alternativni mikrobioloski indikatori koji ukljucuju
viruse bakteriofage i odredene skupine anaerobnih bakterija poput rodova Clostridium,
Bacteroides 1 Bifidobacterium. Danas se bakteriofagi, osobito kolifagi (virusi koji inficiraju
bakteriju E. coli), koriste kao indikatori efikasnosti procesa obrade otpadnih voda u kojima se
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deaktiviraju patogeni. Medu anaerobnim entericnim bakterijama vrsta Clostridium
perfringens (Scott 1 sur., 2002) prisutna je samo u fecesima ljudi, pasa 1 svinja 1 tvori spore
koje joj omogucavaju znatno duze prezivljavanje u moru u usporedbi s koliformima. Stoga je
ova bakterija preporucena kao pokazatelj starijeg oneciS¢enja 1 kao indikator za prisutnost

virusa 1 protista iz otpadnih voda.
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3.2.1. Kemijski indikatori fekalnoga oneciS¢enja

U zadnjih trideset godina razvijene su razne kemijske metode odredivanja fekalnog
oneciS¢enja mora koje su neovisne o bakterijskom rastu i prezivljavanju, te direktno pokazuju
prisutnost fekalnog materijala. Ove metode omogucavaju identifikaciju izvora i kvantifikaciju
razine oneciS¢enja (Seguel 1 sur., 2001). Kemijski indikatori fekalnog oneciS¢enja mogu biti
proizvedeni u ljudskom tijelu, samo prolaziti kroz ljudsko tijelo ili biti prisutni u sustavu
otpadnih voda (Glassmeyer 1 sur., 2005).

Koprostanol 1 povezani steroli (Slika 3.) se cesto primjenjuju kao organski
molekularni markeri za procjenu razine onecis¢enja 1 za identifikaciju izvora kontaminacije u
vodenom stupcu 1 u sedimentu. Koprostanol nastaje mikrobioloskom redukcijom kolesterola u
tankom crijevu toplokrvnih organizama i predstavlja 60% svih sterola u ljudskom izmetu

(Nichols i sur., 1996; Martins i sur., 2007).

cholestanol

Ha| b

HO |
H

HaC..
Hy

I e ‘

Slika 3. Strukture i transformacije glavnih fekalnih sterola (Furey i sur., 2007).
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Stopa pretvorbe kolesterola u koprostanol ovisi o vrsti ljudske prehrane te je opcenito
dosta visoka (Glassmeyer 1 sur., 2005). Prosje¢na osoba svakodnevno izluc¢i oko jedan gram
koprostanola (Walker 1 sur., 1982) koji moZze zavr$iti u moru putem kanalizacijskog sustava.
U vodenom okoliSu uz prisutnost kisika dolazi do mikrobne razgradnje koprostanola (Isobe 1
sur., 2002). Prosje¢no vrijeme zadrzavanja ovog indikatora u vodenom stupcu iznosi oko 10
dana na 20°C 1 njegova prisutnost moze ukazati na recentno oneciS¢enje (Savichtcheva i sur.,
2006). Budu¢i da je koprostanol hidrofoban, ima tendenciju povezivanja s partikulatnim
materijalom u otpadnim vodama (Takada i sur., 1994). TaloZenjem partikulatne tvari dolazi
do ugradnje koprostanola u sedimente gdje se u anaerobnim uvjetima moze dugorocno
ocuvati (Isobe 1 sur., 2002). Na stupanj ocuvanja utjecu sveukupni sadrzaj organske tvari 1
granulometrijski sastav sedimenta (Hawkins 1 sur., 1995). U anaerobnim uvjetima moze do¢i i
do in situ proizvodnje ovog sterola redukcijom iz kolesterola, ¢ak 1 u neoneciS¢enim
podru¢jima (Grimalt 1 sur., 1990). Koncentracije koprostanola u sedimentu oneciS¢enih
podru¢ja pokazuju Siroki spektar vrijednosti (od najmanje 0,02 pg/g do najvise 390 pg/g) i ne
postoji jo$ pravi konsenzus medu znanstvenicima o razini koncentracije koprostanola koju se
smatra indikativnom za oneciS¢enje okoliSa (Carreira 1 sur., 2004). U nekoliko studija (Dutka
1 sur., 1975; Leeming i sur., 1997; Isobe 1 sur., 2002) analizirane su korelacije izmedu
koncentracija klasi¢nih bakterijskih indikatora 1 koncentracija koprostanola u vodama
(Tablica 1.). Rezultati su pokazali da se one mijenjaju u razli¢itim klimatskim uvjetima.
Razlike koje su uoCene mogu se objasniti kao posljedica drugacijeg prezivljavanja

indikatorskih mikroorganizama u raznim klimama (Isobe i sur., 2002).

Tablica 1. Usporedba koncentracija fekalnih koliforma i koprostanola u onecis¢enim vodama.

Hladna klima 500 ng/l 200 CFU (koliforma)/100 ml

Umjerena 1000 CFU (koliforma)/100
400 ng/l
klima ml

1000 CFU (koliforma)/100
Tropska klima | 30-100 ng/1 !
m
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Budu¢i da se koprostanol (COP) stvara iz kolesterola (CHL) u crijevima kraljeznjaka,
njithov se omjer (COP/CHL) moze koristiti za odredivanje razine fekalnog materijala u
okoliSu (Grimalt 1 sur. (1990). Za neobradene kanalizacijske vode vrijednosti omjera
COP/CHL kre¢u se oko 10 i1 smanjuju se poveCavanjem stupnja obrade tih voda do ~2. U
okoliSu se taj omjer smanjuje zbog rasprSivanja otpadnih voda i1 zbog prisutnosti razli¢itih
nefekalnih izvora kolesterola. Grimalt 1 sur. (1990) predlozili su da vrijednosti ovog omjera

vece od 0,2 oznacavaju prisustvo fekalne kontaminacije.

Omjer stanola, a 1 B izomera, COP/(COP+CHNOL) u odnosu na omjer koprostanola 1
kolesterola (COP/CHL) takoder se pokazao kao dobar dijagnosticki indeks fekalnog
oneciS¢enja. Kada su vrijednosti omjera stanola COP/(COP+CHNOL) > 0,7 oneciS¢enje se
smatra ljudskog porijekla, a kad su vrijednosti indeksa < 0,3 radi se o nekontaminiranom
uzorku. Vrijednosti koje spadaju izmedu 0,3 1 0,7 ne mogu se kategorizirati bazirajuci se samo
na ovom omjeru. KoriStenjem dijagrama odnosa omjera stanola i omjera koprostanola i

kolesterola (Slika 4.) moze se dobiti bolja kategorizacija uzoraka (Grimalt i sur. (1990).

o I.. " = 2
] B n
ol Kontaminirano prema oba indeksa
-
o
pd
T
b
% Nekontaminirano prema omjeru COP/CHL i
o neizvjesno prema omjeru COP/(COP+CHNOL)
o
O
(@]
0.2
h Nekontaminirano prema oba indeksa
0.1+
[
0 T T T T T
0 02 05 1 15 2 25 3

COP/CHL

Slika 4. Dijagram odnosa omjera stanola i omjera koprostanola i kolesterola (Grimalt i sur., 1990).
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Tijekom obrade otpadnih voda ili nakon odlaganja u okoli§ COP se moze pretvoriti u
svoj epimerni oblik, epikoprostanol (eCOP), proizvod anerobne mikrobne razgradnje. Stoga
omjer eCOP/COP moze ukazati na stupanj obrade otpadnih voda ili na starost fekalnog

materijala u okoliSu (Martins i sur., 2007; Mudge i1 Seguel, 1999) (Slika 5.).

15

Tretirani / Stari otpad

eCOP/COP

0.5

Neobradeni/ svjeZi otpad

Q-* T T T T T
0 05 1 15 2 25 3

COP/CHL

Slika 5. Dijagram odnosa omjera epikoprostanola i koprostanola i omjera koprostanola i kolesterola.

Omjer koprostanola (COP) i ukupnih sterola (Zsterola) pruza korisne informacije o
stupnju oneciscenja u sustavima gdje postoje razliciti izvori organske tvari kada se usporeduju
morfoloski slicni sedimenti (Noblet 1 sur., 2004). Vrijednosti omjera COP/Zsterola>5-6%

oznacavaju fekalnu kontaminaciju.

Broj istrazivanja u kojima su koristeni steroli kao pokazatelji fekalnog oneciS¢enja u
Jadranu jako je ograni¢en. U sjeverozapadnom Jadranu analizirano je fekalno oneciS¢enje
pomocu koprostanola u venecijanskoj laguni (Fattore 1 sur., 1996, Sherwin 1 sur., 1993) dok
su na isto¢noj strani Jadrana steroli upotrebljeni samo u jednoj studiji za prac¢enje razli¢itih

unosa organskog materijala u estuariju rijeke Krke (Laureillard i Saliot, 1993).

12
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Osim sterola postoji jo§ niz kemijskih markera koji se mogu koristiti za pracenje
sudbine otpadnih voda u okoliSu. Na primjer Zu¢ne kiseline se koriste kao kvalitativni
pokazatelj fekalnog oneciS€enja zbog specificnog profila u fecesima pojedinih skupina
zivotinja (Bull 1 sur., 2002). Kofein se takoder koristi kao indikator fekalnog oneciS¢enja
(Glassmeyer 1 sur., 2005) iako postoje odredeni problemi oko njegove primjene (Wu 1 sur.,
2008). Zbog svoje visoke topivosti u vodi kofein se ne povezuje s partikulatnim materijalom.
Budu¢i da je vecina patogenih mikroorganizama vezana za suspendirane Cestice koje se brzo
sedimentiraju, kofein ne prati njihovu dinamiku jer ostaje u vodenom mediju znatno duze.
Razni su autori predloZili 1 koriStenje lijekova 1 njihovih metabolita kao indikatore fekalnog
onecis¢enja. lako je njithova primjena moguca (Wu 1 sur., 2008) u vecini slucajeva zbog niskih
koncentracija u otpadnim vodama nije bilo moguce kvalitetno pracenje onecis¢enja u okolisu.
U sustave otpadnih voda cesto ulaze 1 ku¢ne otpadne vode nefekalnog porijekla koje
sadrzavaju deterdzente, fluorescentne izbjeljiva¢e te protubakterijske 1 protugljivicne
pripravke (Glassmeyer 1 sur., 2005). Prema tome, sve ove kemikalije mogu posluziti kao

dodatni indikatori za pracenje kanalizacijskog onec¢iS¢enja.

3.2.2. Molekularne metode za pracenje fekalnoga oneciS¢enja

Napredak molekularne biologije u posljednjih 20 godina rezultirao je razvojem novih
metoda detekcije mikroorganizama koje se mogu koristiti za prepoznavanje specifi¢nih
bakterijskih sojeva kao i patogenih mikroorganizama (Ashbolt i sur., 2001). Najveca im je

prednost brzina izvodenja i1 suvisSnost uzgoja bakterija (Simpson i sur., 2002).

Medu najznacajnije molekularne metode koje su uspjesno koriStene za pracenje

fekalnog oneciS¢enja 1 patogenih mikroorganizama valja spomenuti:

1) Metoda t-RFLP (engl. terminal restriction fragment lenght polymorphysm) omogucuje
brzu semikvantitativnu karakterizaciju bakterijske zajednice otpadnih voda (Gilbride 1 sur.,

2006).

2) RISA (engl. ribosomial intergenetic spacer analysis) Cesto se primjenjuje za analizu

bakterijskih zajednica u otpadnim vodama.
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3) Elektroforeza u gradijentu denaturirajueg gela (DGGE) uspjeSno se koristi za
karakterizaciju 1 usporedbu fekalnih 1 gastrointestinalnih bakterijskih populacija ljudi 1

zivotinja (Simpson 1 sur., 2002).

4) Visestruki PCR, koristi se za detekciju virusa, bakterija i drugih mikroorganizama u

uzorcima vode (LaGier 1 sur., 2004).

5) PCR u stvarnom vremenu, kvantitativna je metoda koriStena za prepoznavanje 1

kvantifikaciju enterokoka 1 ljudskog Adenovirusa (He i Jiang, 2005).

6) DNA c¢ipovi omogucavaju analizu aktivnosti svih gena u uzorku za koje postoje
komplementarne sonde vezane na Cip ili detekciju odredenih vrsta organizama unutar

mikrobne zajednice (Brozovi€ 1 sur., 2007).

7) Fluorescencijska hibridizacija in situ (FISH) (Slika 6.) danas je opc¢eprihvacena metoda
istrazivanja mikroorganizama zbog moguc¢nosti odredivanja brojnosti pojedinih vrsta bakterija
unutar mikrobne zajednice (Gilbride 1 sur., 2006). Ova tehnika je omogucila pracenje raznih
patogena 1 indikatorskih bakterija poput E. coli u gradskim otpadnim vodama (Stender 1 sur.,

2001).

Slika 6. Escherichia coli identificirana FISH metodom.
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3.3. Utjecaj kanalizacije i odlaganje otpada na morske bakterijske zajednice

Ispustanje urbanih, poljoprivrednih i industrijskih otpadnih voda znatno doprinosi
oneciS¢enju hranjivim 1 organskim tvarima u priobalnom moru. Samo u Mediteranu
procjenjuje se da je godiSnja koli¢ina ispustenih otpadnih voda oko 2*10° m’
(UNEP/ECE/UNIDO/FAO/UNESCO/WHO/IAEA, 1984). Kada otpadne vode zavrSe u moru
povecava se koncentracija duSika, fosfora i1 organske tvari S§to utjeCe na aktivnost
fitoplanktona, velikih algi 1 bakterija.

Heterotrofne bakterije su najbrojnija komponenta morskih mikrobnih zajednica
(Sanders i sur., 1992). Njihova se brojnost kre¢e u rasponu od 10° do 10® stanica po mililitru
(Slika 7.), te ovisi o trofickom statusu odredenog podrucja (Sanders 1 sur., 1992; Pace i Cole,
1994.; Krstulovi€ 1 sur., 1997). Po veli¢ini spadaju u klasu pikoplanktona (od 0,2 do 2um),
imaju vrlo jednostavnu morfologiju 1 visoku specificnu stopu rasta (oko 0,4/sat) koja im
omogucava udvostrucavanje populacije tijekom kratkog vremena (oko 2 dana) (Krstulovi¢ 1
Soli¢, 2006). Bakterije su sveprisutne u moru te imaju temeljnu ulogu u kruZenju nutrijenata u
hranidbenim mrezama (Azam, 1998). Koriste otopljenu organsku tvar kao glavni izvor
energije 1 ugljika te ovisno o koli¢ini anorganskih i organskih supstrata, mogu biti neto
proizvodaci ili neto potroSaci anorganskih soli (Azam 1 Smith, 1991). Bakterije predstavljaju
plijen za nanoplanktonske protiste koji mogu ukloniti od 54 do 75% bakterijske populacije na
dan (Caron 1 sur., 1992). Ovim putem se stvara zaseban protok energije kroz koji se dio
primarne proizvodnje, izluCen u okoli§ kao otopljena organska tvar, vrac¢a u glavnu
hranidbenu mrezu putem mikrobnog kruga (Azam 1 sur., 1983). Na brojnost bakterija znatan
utjecaj imaju i virusi buduéi da mogu ukloniti oko 20% dnevne bakterijske proizvodnje (Soli¢
1 Krstulovi¢, 2000). Od abiotskih ¢imbenika, koji utjeCu na morske bakterije, najvaznija je
temperatura. Djelovanje temperature ocituje se direktnim utjecajem na procese u stanicama
poput metabolizma 1 funkcije stanicne membrane te indirektnim utjecajem preko
fitoplanktona, glavnog proizvoda¢a otopljene organske tvari (Krstulovi¢ i Soli¢, 2006). Na
bakterije utjecu 1 antropogeni ¢imbenici buduci da ¢ovjek ispusta u okolis velike koli¢ine tvari
1 energije. Porastom ljudske populacije konstantno se povecava antropogeni pritisak na
morski ekosustav, posebice u priobalnim podrucjima (Seguel 1 sur., 2001).

Bakterije brzo odgovaraju na promjene u okoliSu, stoga mogu posluziti kao dobar

pokazatelj perturbacija u morskom ekosustavu (Cavari 1 Colwell, 1988). Budu¢i da su one
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jedna od temeljnih karika na kojoj se bazira morska hranidbena mreza, vazno je razumjeti na
koji nacin razliciti oblici oneciS€enja utjeCu na njih, kako bi se mogle §to bolje predvidjeti

posljedice za cijeli morski ekosustav.

Slika 7. Heterotrofne bakterije vidljive epifluorescentnim mikroskopom.

Cavari 1 Colwell (1988) su proveli studiju o utjecaju kanalizacijskih 1 industrijskih
ispusta na bakterijske zajednice u priobalnim vodama istocnog Mediterana. Na raznim
lokacijama su odredili brojnost bakterija, njihovu heterotrofnu aktivnost, taksonomiju i
sadrzaj plazmida. Njihovi rezultati su pokazali da je brojnost bakterija bila veca na
oneCis¢enim lokacijama nego na kontrolnim toCkama. Podrucje oneciS¢eno gradskom
kanalizacijom imalo je 10 puta vecu brojnost bakterija u odnosu na ¢isto more. Na lokaciji
kemijskih industrijskih ispusta bakterijska brojnost je takoder bila veca, ali ipak 3 puta manja
nego kraj kanalizacijskog ispusta. Takoder, brojnost bakterija kraj odlagalista ugljena je bila
veca (oko 2 puta) od one na kontrolnoj tocki. Heterotrofna aktivnost bakterija odredena je
pomoéu ugradnje '*C oznadenih aminokiselina. Najvise razine izmjerene su kraj
kanalizacijskog 1 industrijskog ispusta. Povecane aktivnosti zabiljezene su u Sirem podrucju
oko kanalizacijskog ispusta, dok su bile manje izrazene oko industrijskog ispusta. Razine
bakterijske aktivnosti u one¢is¢enom moru bile su od 4 do 50 puta vece nego u Cistoj vodi.

Rezultati analize taksonomske strukture uzgojenih bakterija pokazale su da je kraj
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kanalizacijskog 1 industrijskog ispusta broj sojeva bio najmanji. Autohtone morske bakterije
bile su prisutne cijelo vrijeme na svim postajama, dok su bakterije iz skupine koliforma
pronadene u velikom broju isklju¢ivo kraj kanalizacijskog ispusta. Autori su o¢ekivali da ¢e
onecis¢enje poremetiti prirodnu sezonsku sukcesiju bakterija, medutim nisu pronadene znatne
razlike izmedu analiziranih lokacija. Na kraju, uoceno je da su bakterijski sojevi s ve¢im
brojem plazmida bili prisutni uglavnom na oneciS¢enim lokacijama Sto se 1 ocekivalo buduci
da je frekvencija njthovog pojavljivanja povecana u onecis¢enim vodama (Cavari 1 Colwell,

1988).

Zhang 1 sur. (2007) istrazili su utjecaj gradskih otpadnih voda na raznolikost
bakterijske zajednice u luci Hong Konga pomoc¢u molekularnih metoda (Elektroforeza u
gradijentu denaturirajuc¢eg gela-DGGE 1 ,.clone library*). Pronasli su jedinstvenu bakterijsku
zajednicu koja se razvila u najoneciS¢enijem dijelu luke. Prema njihovim rezultatima brojnost
1 raznolikost bakterija bile su najvise u dijelovima luke koji su bili jace onecis¢eni. Autori
pretpostavljaju da je velika koli¢ina dnevno ispusStenog partikulatnog materijala u luci
omogucavala razvitak veceg broja ekoloskih niSa za bakterije u odnosu na neoneciS¢ena
podru¢ja. Na svim istrazenim postajama pronadeni su pripadnici skupina Proteobacteria,
Cyanobacteria 1 Bacteroidetes. Bakterije iz klase Deltaproteobacteria su nadene isklju¢ivo na
neonecis¢enim lokacijama, dok su pripadnici klase Gammaproteobacteria bile prisutne u
najve¢em postotku u oneciS¢enim vodama. Najveci postotak bakterija skupine Bacteroides je
takoder zabiljezen u one€iS¢enom dijelu luke. Bacteroides, koji se inaCe smatraju
indikatorima fekalnog oneciS¢enja, su ve¢inom bili prisutni u frakciji vezanoj na suspendirani

partikulatni materijal.

Kasnije, u drugoj studiji, Zhang i sur. (2009) pratili su sezonske promjene bakterijskih
zajednica pomoc¢u molekularne tehnike DGGE. Uoceno je da su bakterije u podruc¢jima
niskog oneciS¢enja slijedile odredeni sezonski ciklus koji je uglavnom bio povezan s
temperaturom mora te su ustanovili da se u razlicitim dijelovima godine javljaju razlicite
populacije bakterija. S druge strane, u oneciS¢enim dijelovima promjene u bakterijskoj
populaciji nisu slijedile sezonski ciklus, ve¢ su uglavnom bile u korelaciji s promjenama
parametara koji mogu ukazati na oneciS€enje, poput bioloske potrosnje kisika (BOD),

totalnog fosfora 1 otopljenog kisika. Na strukturu bakterijske zajednice u oneciS¢enom

17



Literaturni pregled

podru¢ju, takoder je utjecala zamucenost vode, koncentracija suspendiranih cCestica i

koncentracija duSi¢nih hranjiva.

U morskom pojasu Hong Konga, Thiyagarajan 1 sur. (2010) analizirali su utjecaj
otpadnih voda na bakterijske zajednice koje zive u povrSinskim slojevima morskih
sedimenata. Bakterijsku zajednicu su odredili pomoc¢u molekularne metode T-RFLP (engl.
terminal restriction fragment lenght polymorphism) te su uocCili znaCajnu razliku izmedu
zajednica u oneciS¢enom 1 neoneciS¢enom sedimentu. Nadalje, usporedbom oneciS¢ene
lokacije s onom koja je primala procis¢ene otpadne vode, ustanovili su da nema znacajne
razlike izmedu bakterijskih zajednica ovih podrucja. Dodatno su istrazili lokaciju koja je kroz
dugi niz godina bila izloZena intenzivnom oneciS¢enju, ali u kojoj se tijekom 5 godina znatno
smanjio unos netretiranih otpadnih voda. Rezultati su pokazali da u tom razdoblju, bez obzira
na znatno smanjenje oneciS¢enja, nije doSlo do oporavka zajednice u sedimentu, koja je imala

znacajno razli¢itu strukturu u odnosu na zajednice kontrolnih tocaka.

Soli¢ i sur. (2010) su istrazili utjecaj otpadnih voda na mikrobnu hranidbenu mrezu u
Vranjickom bazenu (Kastelanski zaljev). Usporedeno je razdoblje tijekom kojeg su se otpadne
vode ispustale u more i1 razdoblje nakon prestanka djelovanja ispusta. Prestankom ispustanja
otpadnih voda dos$lo je do znatnog smanjenja koli¢ine otopljenih organskih i anorganskih
hranjiva u istrazenom podrucju. Prijelazom iz eutrofnih do oligotrofnih uvjeta prosjecna
brojnost bakterija se smanjila za red veli¢ine, dok se bakterijska proizvodnja smanjila za 2 do
3 puta. S druge strane, doSlo je do povecanja specifi¢ne stope rasta bakterija za vise od dva
puta. Takoder je uocena promjena u sezonskom ciklusu brojnosti bakterija prelazeci sa jednog
ljetnog maksimuma na dva maksimuma, krajem prolje¢a 1 u jesen. Tijekom eutrofhog
razdoblja bakterije su bile kontrolirane resursima (bottom-up kontrola), odnosno
fitoplanktonskim izlu¢ivanjem otopljene organske tvari i anorganskim hranjivima, dok je u
oligotrofnom razdoblju prevladavala kontrola predatorima (fop-down), odnosno heterotrofnim
nanoflagelatima. 1z navedenog je vidljiv zna¢ajan utjecaj otpadnih voda ne samo na bakterije

nego na cijelu mikrobnu zajednicu 1 na funkcioniranje mikrobne hranidbene mreZe.

Osim ispuStanja gradskih i industrijskih otpadnih voda dodatan problem predstavlja
direktno odlaganje otpada u more. Oceani su desetlje¢ima koriSteni kao deponije za razne
vrste oneciS¢ivaca bez ikakvih medunarodnih propisa sve do 1975. godine kada je potpisana

Londonska konvencija ¢ime se trebalo regulirati i smanjiti odlaganje otpada u more. Unato¢
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tome, procjenjuje se da svake godine u moru zavrsi nekoliko stotina milijuna tona otpada

(Choti 1 sur. 2005).

Peele 1 sur. (1981) istrazili su utjecaj odlaganja farmaceutskog otpada na mikrobne
populacije u Atlantskom oceanu kraj Puerto Rico jarka. Otpad je uglavnom bio sastavljen od
organskih tvari poput produkata fermentacijskih procesa povezanih s proizvodnjom
antibiotika, sterola i organskih otapala. Odlagaliste je obuhvacalo povrsinu od 500 km® i
primalo je oko 70.000 litara otpada po km® po godini. Na svim to¢kama mjerenja sveukupna
brojnost bakterija se nije znacajno razlikovala od one u Cistim podru¢jima. Medutim, brojnost
uzgojive frakcije bakterija unutar odlagaliSta bila je znatno veéa. Dodatno, taksonomska
struktura uzgojive frakcije pokazivala je ve¢i udio sojeva Vibrio 1 Aeromonas spp. $to je bilo
neocekivano buduci da je soj Pseudomonas spp. inaCe dominantan u Atlantskom oceanu i
Karipskom moru. Analizom uzgojive frakcije bakterija, iz onecis¢enog podrucja, na hranjivim
podlogama uocen je veliki udio Gram pozitivnih bakterija §to je takoder bilo neoc¢ekivano jer
je vecina bakterija u oceanima Gram negativna. Medu njima su prevladavali Micrococcus 1
Staphylococcus koji su najvjerojatnije bili prisutni u samom otpadu. Heterotrofna aktivnost
bakterija izmjerena pomoéu ugradnje '*C ozna¢enih aminokiselina nije pokazala direktan
utjecaj odlagaliSta. Medutim, izracunata specificna aktivnost je imala najviSe vrijednosti
upravo u onecis¢enom podrucju. Stoga, vidljivo je da odlaganje farmaceutskog otpada moze

imati znacajan utjecaj na taksonomiju 1 na specifi¢nu aktivnost bakterijske zajednice.

Takizawa 1 sur. (1993) su istrazili utjecaj odlaganja otpada na bakterijske zajednice
dubokomorskog sedimenta u sjeverozapadnom Atlantiku. OdlagaliSte otpada nalazilo se oko
200 km jugozapadno od New Yorka i primalo je oko 8 milijuna tona otpada godisnje. Posto je
dubina oceana u tom podrucju oko 2.500 m, o¢ekivalo se da ¢e do dna sti¢i samo manji dio
odlozenog materijala. Medutim, istrazivanja su pokazala suprotno. Otkrilo se da je velika
povr§ina morskog dna, Cak izvan podru¢ja odlagaliSta, bila pod utjecajem otpada. U
onecis¢enom podrucju brojnost bakterija u povrSinskom sloju sedimenta bila je za red veliCine
ve¢a od one u neoneciS¢enom podrucju. Usporedbom strukture zajednica bakterija iz
povrsinskih voda odlagalista i dubokomorskog sedimenta vidjelo se da je zajednica jako
sli¢na, Sto ukazuje da mnoge vrste bakterija koje su povezane s otpadom dospijevaju do
morskog dna. ZakljuCeno je da velik broj bakterija u otpadu s povrSine prezivi trodnevno

tonjenje do dna te da dio njih, barem neko vrijeme, zadrZzava mogucnost dijeljenja. Tijekom
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navedene studije istrazen je 1 utjecaj otpada na dubokomorske bakterijske zajednice iz
neonecis¢enih podrucja, te rast alohtonih bakterija u dubokomorskim uvjetima. Vidjelo se da
je uslijed dodavanja otpada doslo do inhibicije rasta autohtonih bakterija i do inhibicije rasta
alohtonih bakterija u uvjetima niske temperature i visokog tlaka. Iz toga slijedi da ¢e brzina
razgradnje otpada u dubokom moru biti jako niska, odnosno da ¢e za oporavak sustava trebati

viSe godina.

U Korejskom moru radena je studija o utjecaju morskih deponija na pelagicke
bakterije 1 fitoplankton (Choi 1 sur., 2005). Istrazivanjem su obuhvacene dvije velike deponije
koje primaju oko 1,5 do 2