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SAZETAK

Legionella je fakultativna Gram negativna unutarstani¢na bakterija. Pripada u porodicu
Legionellaceae. Prvi put je dokumentirana kao uzrok ljudske bolesti 1976. godine, medu
¢lanovima Americke legije, nakon §to su oboljeli od pneumonije. Smatra se da je prvi koji je
izolirao vrste Legionella spp. Hugh Tatlock 1943. godine. Rasprostranjene su u prirodi, a
narocCito u vodi i vlaznome tlu. U velikom broju koloniziraju razli¢ite vodoopskrbne sustave
vodovode, vodospreme, tornjeve, uredaje za zagrijavanje, hladenje i isparavanje vode i dr., te
su odgovorne za 2 do 5% pneumonija u opcoj populaciji. Infekcije u ljudi moze uzrokovati
najmanje 20 vrsta Legionella, a najucestaliji uzro¢nik je Legionella pneumophila serogrupe 1.
Sgl pokazuje vecu virulenciju u usporedbi s ostalim serogrupama. Najces¢e dospijevaju u disni
sustav iz kontaminiranog okoliSa u vidu aerosola. Kontaminirani aerosol najceSc¢e se stvara u
okolini vodenih tornjeva, iznad bazena s pjenom i u ovlazivacima zraka. Znacajke Legionarske
bolesti ukljuc¢uju vrucicu, suhi kasalj, glavobolju, mialgije, ukocenost ekstremiteta, dispneju,
proljev i delirij. Protozoe djeluju kao prirodni rezervoari L. pneumophila i poti¢u bolest kod
ljudi. OkruZenje unutar stanice domacina Stiti bakteriju od teSkih okoliSnih uvjeta, dok
istovremeno pruza nisu bogatu hranjivim tvarima. Osim u amebama L. pneumophila takoder
tvori biofilm s drugim mikroorganizmima ukljuc¢uju¢i i Pseudomonas aeruginosa.
Pseudomonas aeruginosa je Gram negativna, aerobna bakterija. Vrlo je prilagodljiv
mikroorganizam te moze kolonizirati razli¢ite ni$ne prostore, ukljucujuci tlo, morska stanista,
biljke 1 Zivotinje. Ova bakterija je poznata 1 kao oportunisticki ljudski patogen, koji uzrokuje
infekcije ociju, uha, koze, uretre. P. aeruginosa ima veliki broj ¢imbenika virulencije kako bi
prezivjelo u razli¢itim okruzenjima domacina. Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj
Pseudomonasa na prezivljavanje i razmnozavanje bakterije Legionella pneumophila iz
razli¢itih uzoraka voda. U prakticnom radu koriSteni se bakterijski sojevi L. pneumophila
serogrupe 1 te P. aeruginosa. Rast bakterija pracen je tijekom 10 dana. Rezultati su pokazali da

L. pneumophila serogrupe 1 bolje prezivljava u vodi bolje bez prisutnosti P. aeruginosa.

Kljucéne rije¢i: L. pneumophila, serogrupa 1, razmnozavanje, P. aeruginosa, voda



SUMMARY

Legionella is a facultative Gram-negative intracellular bacterium. It belongs to the family
Legionellaceae. It was first documented as the cause of human disease in 1976, among members
of the American Legion, after suffering from pneumonia. Hugh Tatlock is thought to be the
first to isolate Legionella spp. Bacteria are widespread in the nature, and especially in the water
and moist soil. Legionella colonize a large number of different water supply systems including
water mains, reservoirs, towers, devices for heating, cooling towers and evaporation of water,
etc., and are responsible for 2 to 5% of pneumonia in the general population. Infections in
humans are caused by at least 20 species of Legionella, and the most common causative agent
is Legionella pneumophila serogroup 1. Sgl shows higher virulence compared to other
serogroups. Bacteria can enter the respiratory system from a contaminated environment in the
form of an aerosol. Contaminated aerosol is the most commonly created around water towers,
above foam pools, and in humidifiers. The clinical signs of Legionnaires' disease include fever,
dry cough, headache, myalgia, limb stiffness, dyspnea, diarrhea, and delirium. Protozoa act as
an natural reservoirs of L. pneumophila and accelerate disease in humans. Inside the protozoa
the bacterium is protected from harsh environmental conditions, while at the same time
providing a niche rich in nutrients. In addition, L. pneumophila could be found in a biofilm with
other microorganisms including P. aeruginosa. P. aeruginosa is a Gram negative, aerobic
bacterium. It is a highly adaptable microorganism and can colonize a variety of niche, including
soil, marine habitats, plants, and animals. This bacterium is also known as an opportunistic
human pathogen, which causes infections of the eyes, ears, skin, and urethra. P. aeruginosa has
a wide range of virulence factors which contribute to survival in these different host
environments. The aim of this study was to examine the influence of P. aeruginosa on the
survival and replication of L. pneumophila within different water samples. L. pneumophila
serogroup 1 and P. aeruginosa were used in this study. Bacterial growth was monitored for 10
days. The results showed that L. pneumophila serogroup 1 survives better in water without the

presence of P. aeruginosa.

Key words: L. pneumophila, serogroup 1, replication, P. aeruginosa, water
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Rod Legionella

Legionella je fakultativna Gram negativna unutarstani¢na bakterija (6). Pripada u

porodicu Legionellaceae (1). Obligatni su spororastu¢i nefermentativni aerobi (20).

Taksonomija porodice Legionellaceae neprestano se mijenja zbog otkri¢a novih vrsta i
serotipova (2). Prvi sojevi Legionella izolirani su u zamorcima upotrebom postupaka za
izolaciju Rickettsia (7). Do danas je otkriveno preko Cetrdeset vrsta s vise od Sezdeset serotipova
Legionella (2). Prvi put je dokumentirana kao uzrok ljudske bolesti 1976. godine, nakon $to je
epidemija pneumonije nepoznatog porijekla opisana medu ¢lanovima Americke legije koji su
prisustvovali konferenciji u hotelu Bellevue-Stratford u Philadelphiji (3). Smatra se da je prvi
koji je izolirao vrste Legionella spp. Hugh Tatlock 1943. godine. Nakon toga 1959. F. Marilyn

Bozeman izolirala je ove bakterije od pojedinaénih ljudskih sluéajeva (3).

Legionella kao ubikvitarni mikroorganizmi, rasprostranjeni su u prirodi, a narocito u
vodi i vlaznome tlu. U velikom broju koloniziraju razli¢ite vodoopskrbne sustave vodovode,
vodospreme, tornjeve, uredaje za zagrijavanje, hladenje i isparavanje vode, ovlazivanje zraka i
dr., te su odgovorne za 2 do 5% pneumonija u opcoj populaciji (4). U prirodnom okruzenju,
Legionella koegzistira s drugim bakterijama i mikroeukariotama poput slobodno zivecih
ameba, cilijata i nematoda. Biofilmi se smatraju pogodnom niSom u kojoj Legionella djeluje s
drugim bakterijama i potencijalnim eukariotskim domacinima (12). Prisutnost organskog
sedimenta i komenzalne mikroflore joj pomaze u proliferaciji (2). Takoder, proizvodi mnoge
efektorske proteine koji joj pomazu u odrzavanju i rastu unutar ameba i u ljudskim

makrofazima, ali njihova uloga u otpornosti na fagocitozu nije jo$ dobro utvrdena (12).

1.2. L. pneumophila serogrupe 1

L. pneumophila dijeli se na 15 serogrupa (Sg1-Sg15), a Sgl je dominantna serogrupa u
identificiranim klinickim slucajevima; medutim, omjer Sgl izolirane iz okoliSa niza je
(priblizno od 20% do 40%) u usporedbi s omjerom Sgl izolirane u klini¢kim slucajevima

(priblizno 90%) (14).



Sgl pokazuje vecu virulenciju u usporedbi s ostalim serogrupama. Druga je mogucnost
da se prezivljavanje L. pneumophila u okolisu razlikuje medu serogrupama. U okoliSu postoje
brojni ¢imbenici stresa, poput temperature, pH, oksidativnog stresa, klora i protista kao $to su
amebe, koji mogu utjecati na prezivljavanje L. pneumophila. Medutim, povezanost izmedu

virulencije i odrZivosti u okoli$u nije dovoljno istrazena (14).

1.3. Legionarska bolest

Neke vrste roda Legionella uzrokuju klinicke sindrome koji se manifestiraju kao
Legionarska bolest ili Pontijacka groznica, naj¢es¢i uzro¢nik je L. pneumophila (5). Infekcije u
ljudi moze uzrokovati najmanje 20 vrsta Legionella, a najucestaliji uzro¢nik je L. pneumophila
serogrupe 1 (2). Vrijeme inkubacije legioneloze utvrdeno je u odnosu na epidemije. Za
Pontijac¢ku groznicu razdoblje inkubacije je uglavnom izmedu 20 i 48 sati, prosjecno je 36 sati,

a razdoblje inkubacije za Legionarsku bolest obi¢no se kre¢e od 2 do 10 dana (19).

Klini¢ki nije moguce razlikovati bolesnike s Legionarskom bolesti od bolesnika s
drugim vrstama upale pluca. Znacajke Legionarske bolesti ukljucuju vrucicu, suhi kasalj,
glavobolju, mialgije, uko¢enost ekstremiteta, dispneju, proljev i delirij. lako niti jedan uzorak
rendgenskih snimaka prsnog koSa ne moze odvojiti ovu infekciju od drugih vrsta upale pluca,
alveolarni infiltrati su ¢es¢i kod bolesnika s Legionarskom boles¢u (7). Rana klini¢ka dijagnoza
i brzo davanje odgovarajuce terapije za Legionella spp. kod svih bolesnika s pneumonijama

koje su stekle u zajednici ili u bolnici su presudna mjera za lijeCenje bolesti (18).

1.3.1. Put prijenosa

Nacini na koji se Legionella iz okolisa prenosi na ljude su raznovrsni. Najcesce
dospijevaju u disni sustav iz kontaminiranog okolisa putem aerosola. Takoder su evidentirani
slucajevi infekcije uslijed aspiracije i terapeutskih manipulacija u respiratornom sustavu.
Kontaminirani aerosol najcesce se stvara u okolini vodenih tornjeva, iznad bazena s pjenom iu
ovlazivac¢ima zraka. Ljudi se mogu zaraziti tijekom kupanja, boravka u blizini vodenih tornjeva
ili aparatima za kondicioniranje zraka, odnosno za komprimirani zrak, ako je u sustav

ventilacije uSao kontaminirani aerosol iz obliznjeg vodenog tornja (2).



1.3.2. Prezivljavanje L. pneumophila u okoliSu

Protozoe djeluju kao prirodni rezervoari L. pneumophila i poti¢u bolest kod ljudi.
Okruzenje unutar stanice domacina §titi bakteriju od teskih okoli$nih uvjeta, dok istovremeno
pruza niSu bogatu hranjivim tvarima. Sposobnost L. pneumophila da prezivi unutar ameba
takoder Stiti bakterije od ubijanja postupcima dezinfekcije vode, uzajamnim odnosom koji
takoder povecava opstanak domacina (13). Optimalni pH za prezivljavanje je izmedu 6,0-8,0
(15).

1.3.3. Ekologija

L. pneumophila se razmnoZzava na temperaturama izmedu 25 i 42 °C, s optimalnom
temperaturom rasta od 35 °C. Veéina slucajeva legioneloze moze se pratiti u vodenim
sredinama koje je stvorio ¢ovjek u kojima je temperatura vode visa od temperature okoline.
Termicki izmijenjena vodena okruzenja mogu promijeniti ravnotezu izmedu protozoa i
bakterija, Sto rezultira brzim razmnozavanjem Legionella. U svom prirodnom okruzenju,
Legionella bi vrlo rijetko uzrokovale bolesti kod ljudi. Neke epidemije legioneloze povezane
su s izgradnjom, a izvorno se vjerovalo da bakterije mogu prezivjeti 1 prenijeti se na ljude putem
tla. No, L. pneumophila ne prezivljava u suhim uvjetima, a ta su izbijanja epidemija vjerojatnije
posljedica masovnog uklanjanja vodovodnih sustava zbog promjena tlaka vode tijekom

izgradnje (7).

1.4. Dokazivanje L. pneumophila

Metode dijagnosticiranja infekcije Legionella u klinickim uzorcima ukljucuju
kultiviranje, detekciju antigena u urinu, identifikaciju bakterije pomocu seroloskih testova,
detekciju bakterije u tkivima ili tjelesnim tekuc¢inama imunofluorescentnom mikroskopom i
lan¢anu reakciju polimerazom (PCR). Svaka metoda ima svoja ograni¢enja, medutim seroloske
metode za imunoglobulin M (IgM), G (IgG) i A (IgA) imaju prednost u tome $to mogu utvrditi
je li pacijent prethodno bio izlozen bakteriji roda Legionella. Stoga su ove metode opisane kao
izvrsna tehnika za utvrdivanje seroprevalencije nedavnih infekcija u populaciji.

Imunofluorescentna analiza (IFA) i enzimski imunosorbentni test (ELISA) dvije su najcesce

3



koristene seroloske metode detekcije. Mikroaglutinacija je takoder druga metoda za serolosku

dijagnozu legioneloze (5).

Izbor dijagnosticke metode ovisi o klini¢koj slici, laboratorijskim moguénostima i
pravilnoj interpretaciji rezultata budu¢i da ne postoji dijagnosticki "zlatni standard". Ne postoji
jedan test koji je brz, dovoljno osjetljiv i specifican. Nutritivno su zahtjevne bakterije koje ne
rastu na standardnim bakterioloskim podlogama. Za rast trebaju podloge s L-cisteinom, solima
zeljeza i a-ketoglutaratom. Najbolje se izoliraju iz sekreta donjeg dijela respiratornog trakta
(20).

1.5. Zivotni ciklus L. pneumophila

L. pneumophila uspje$no se prilagodila novim okruzenjima stvorena ljudskim
aktivnostima, kao §to su tusevi, klimatizacijski sustavi, vodene fontane, rashladni tornjevi ili
drugim umjetnim vodnim sustavima koji olakSavaju pristup ljudima i ljudskim infekcijama, $to
moze rezultirati teSkom upalu pluéa. Medutim, uglavnom osjetljiva populacija poput

imunokompromitiranih ili starijih osoba razvija tezi oblik pneumonije (21).

Primarna znacajka patogeneze Legionarske bolesti je sposobnost Legionella da se
razmnozavaju unutar stanice. Detaljno je opisan njezin zivotni ciklus u stanicama protozoa i

stanicama sisavaca (7).

1.6. Prevencija

Posljednjih godina Sirenje epidemija povezanih s potro$njom vode u industrijaliziranim
zemljama zbog uredaja koji proizvode aerosole, toplice itd., dovelo je do vec¢e pozornosti koje
se odnose na prisutnost patogenih mikroorganizama u obradenim vodenim resursima.
Poteskoca u kontroli Sirenja bakterije L. pneumophila ovisi 0 mnogim ¢imbenicima povezanim
sa prisutno$¢u bakterije u okoliSu i njezinoj sposobnosti da prezivljava u koloniziranom
okruzenju 1 Siri se aerosolima. U vecini sluCajeva, prevencija moze imati temeljnu vaznost za

izbjegavanje epidemije (22).

Pojava velikih epidemija legioneloza u zajednici moze se smanjiti donoSenjem

smjernica za pravilno odrzavanje rashladnih tornjeva i drugih uredaja za stvaranje aerosola.



Prevencija sporadi¢nih slucajeva je teza i zahtijeva bolje razumijevanje puta prijenosa. Prvi
korak je identifikacija sporadi¢nih slucajeva bolesti primjenom odgovarajuéih dijagnostickih

testova (7).

Nadalje, kontrolom fizikalno-kemijskih parametara (temperatura vode, pH,
koncentracije slobodnog rezidualnog klora, Zeljeza, cinka, bakra itd.), koji utjecu na opstanak i
razmnoZzavanje legionela, moze se smanjiti ucestalost i opasnost od obolijevanja od legionarske
bolesti. Vazno je i u cjevovodima odrzavati odgovarajuce hidraulicke uvjete, odnosno ostvariti
Sto veci 1 kontinuirani protok, po moguénosti bez mrtvih kutova i stagnacije vode. U svrhu
smanjenja prisutnosti Legionella potrebno je i redovito tehnicko odrzavanje vodoopskrbnih
uredaja, kao i odrzavanje temperature hladne vode u spremnicima i u distribuciji, ispod 25 °C,
odnosno tople vode iznad 55 °C. Za osiguranje tehnickih i tehnoloskih mjera te odrzavanja
sustava pitkom vodom potrebna su interdisciplinarna znanja te je vazna suradnja stru¢njaka

raznih profila od faze projektiranja i izvedbe do pogona i odrzavanja sustava (4).

1.7. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativna, aerobna bakterija u obliku Stapica,

posjeduje jednu flagelu (23).

Siroko je rasprostranjena u okolisu i smatra se uobi¢ajenim mikroorganizmom prirodnih
voda. Jedna od vaznijih osobina bakterije P. aeruginosa je da moze rasti u nepovoljnim
zivotnim uvjetima kao Sto su niske koncentracije nutrijenata, te moze prezZivjeti vece

temperaturne razlike u odnosu na druge gram negativne bakterije (27).

Optimalna temperatura rasta P. aeruginosa je 37 °C, a moze rasti izmedu 10 i 42 °C.
Prilagodljivost raznim sredinama i sposobnost da napreduje u uvjetima biofilma mogu biti
povezane s njegovom sposobnoscu da koristi nitrat kao akceptor elektrona umjesto kisika.
Raspon pH u kojem P. aeruginosa moze prezivjeti i rasti nije jasno definiran, ali istraZivanja

upucuju na optimalan rast primijecen na pH 7,2 (23).



1.7.1. Epidemiologija

P. aeruginosa je oportunisticki ljudski patogen koji moze izazvati Siroki spektar akutnih
i kroni¢nih infekcija opasnih po zivot, osobito u bolesnika s oslabljenom imunoloskom
obranom. To je od posebnog znacaja jer je glavni uzrok obolijevanja i smrtnosti u bolesnika s
cistitnom fibrozom (CF) i1 jedan od vodecih nosokomijalnih patogena koji utjeCu na

hospitalizirane bolesnike, a istovremeno je otporan na Siroki spektar antibiotika (17).

P. aeruginosa je vrlo prilagodljiva bakterija koja moze kolonizirati razli¢ite prostore u
okruzenju, ukljucujuéi tlo, morska stanista, biljke i zivotinje. Ova bakterija je poznata i kao
oportunisticki ljudski patogen, koji uzrokuje infekcije ociju, uha, koze, uretre i diSnih putova
kod cisti¢ne fibroze i opeklina, kao i drugih imunokompromitiranih pojedinaca. Stoga je
poznato da je ova bakterija vrlo prilagodljiva i da ima raznolike fenotipske karakteristike, koje

joj omogucavaju naseljavanje razli¢itih okoli$nih uvjeta (16).

P. aeruginosa ima veliki broj ¢imbenika virulencije §to mu omogucéava prezivljavanje
u razli¢itim okoli$nim uvjetima te okruzenjima domacina. Primjerice, sekrecijski sustav tipa I11
P. aeruginosa kriti¢ni je faktor virulencije tijekom akutnih pluénih infekcija. Suprotno tome,
prekomjerna proizvodnja alginata, polisaharida koji omogucavaju stvaranje mukoidnog
biofilma, dogada se gotovo iskljucivo tijekom kroni¢nih infekcija plu¢a. Ove prilagodbe ovise
o regulatornim putovima koji koordiniraju ekspresiju razli¢itih svojstava virulencije kao
odgovor na specifi¢ne podrazaje domacina, pokazujuéi kriticnu ulogu regulacije gena u

patogenezi infekcija uzrokovanih s P. aeruginosa (26).

1.7.2. Ekologija

Pokazalo se da P. aeruginosa prezivljava u vodi viSe od 145 dana, §to je znatno duze od
ostalih patogena kao §to su Escherichia coli i Staphylococcus aureus. Sposobnost organizma
da prezivljava dugo u vodi ukazuje da voda moze biti rezervoar okolisa za P. aeruginosa.
Mikrobiomom podzemnih voda dominira rod Pseudomonas, za koji se pokazalo da ¢ini 10%
svih vrsta. Brojna su istrazivanja pokazala prisustvo P. aeruginosa u bolnicama, vodi u
jedinicama intenzivne njege, kao i sudoperima, umivaonicima, odvodima, tuSevima I

kupaonicama, $to predstavlja potencijalni put prijenosa infekcije na ljude. Od velike je vaznosti



razumjeti kako ovaj organizam moze prezivjeti u vodi te prijenos na ljude s ciljem suzbijanja
infekcije (10).

1.7.3. Put prijenosa

Tocan mehanizam kroz koji dolazi do prijenosa nije jasan. Ruke zdravstvenih djelatnika
predstavljaju vazni potencijalni izvori infekcije. Razne epidemioloske studije pokazuju da je
prilikom uzimanja obriska oko 80% umivaonika u dje¢joj bolnici pozitivno na P. aeruginosa,
sugerirajuci da izravni kontakt moZe biti izvor prijenosa. Mnogi istrazivaci navode kako je
prijenos Kaplji¢nim putem jedno od glavnih ¢imbenika unakrsne infekcije. Kada se infektivni
agensi ispustaju u zrak, oni mogu ostati suspendirani u obliku aerosola, kapljica ili jezgra
kapljica i nakon toga zaraziti drugu osobu. Aerosoli su suspenzije krutih ili tekucih Cestica
unutar plina. Opstanak zaraznih uzro¢nika varira ovisno o ¢esticama i karakteristikama okoli$a,

a otkrivanje ovisi o primijenjenoj metodi uzorkovanja (25).

1.7.4. Biofilm

Biofilmi su prisutni svugdje u okoliSu i imaju veliki utjecaj na ljudski Zivot, kako na
pozitivne tako i na negativne nacine. P. aeruginosa je bakterija za koju se zna da stvara snazne
biofilme. Biofilmi P. aeruginosa uzrokuju ozbiljne probleme u imunokompromitiranih

bolesnika, ukljucujuci one s cisticnom fibrozom ili infekcijom rana (9).

Stvaranje mukoidnog biofilma kod P. aeruginosa znak je kroni¢nih infekcija i

pokazatelj je napredovanja bolesti i dugotrajne perzistentnosti (17).

Bakterije P. aeruginosa pri¢vrS¢uju se na povrSine i tvore stani¢ne nakupine ili
mikrokolonije ugradene u vanstani¢ne polimerne tvari kako bi zastitile bakterije iz okruzenja.
Ove se strukture nazivaju biofilmima koji daju ekstremnu sposobnost postojanja protiv
fagocitoze, oksidativnih naprezanja, ogranicenja hranjivih tvari/Kisika, nakupljanja

metaboli¢kog otpada, natjecanja medu vrstama i konvencionalnih antimikrobnih sredstava (17).



1.7.5. Prevencija

P. aeruginosa nije zakonski reguliran za komunalnu pitku vodu jer ne postoje dokazi da
moze biti izvor zaraze za opc¢u populaciju. Medutim, njegova prisutnost u vodi iz zdravstvenih
ustanova moze biti znacajna za stanovnistvo rizicnog podrijetla, a neke zemlje preporucuju

razne ciljeve i aktivnosti u zdravstvenim ustanovama (23).



2. CILJ RADA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj P. aeruginosa na rast i razmnozavanje bakterije L.

pneumophila iz razli¢itih uzoraka voda.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Bakterijski soj

U ovom eksperimentalnom radu koristeni su bakterijski sojevi L. pneumophila te P.
aeruginosa. L. pneumophila uzgajana je na BCYE agaru na temperaturi od 37 °C 24-48 h, a

P. aeruginosa na krvnom agaru pri temperaturi od 37 °C 24 h.

3.2. Uzorkovanje

Za ovaj rad koriSteni uzorci su sterilna voda iz bazena i sterilna voda iz slavine.
Temperatura uzorkovane vode iznosila je 22,2 °C, koncentracija kloridnih iona bila je 0,15
mg/L, a ukupan broj bakterija u 0,5 ml iznosio je 76 CFU/ml. Pseudomonas je izoliran iz

bazena.

3.3. Hranjive podloge

U ovom radu koristeni su krvni agar i BCYE agar. Pseudomonas se nasadi na krvni
agar i inkubira na 37 °C te se nakon 24 h formiraju velike sive kolonije, a na BCYE (engl.
Buffered Charcoal Yeast Extract Agar) agaru rastu i Pseudomonas i Legionella. BCYE agar
inkubira se na 37 °C te se nakon 24-48 h o¢itava porast kolonija Pseudomonas, a nakon 3 dana

oCitava se porast Legionella.

Sastav BCYE agara:

Medij za agar:

e 10.0 g kvascevog ekstrakta
e 10.0 g ACES pufer

e 2.0 g aktivnog ugljena

e 1.0 g a-ketoglutarat

e 20.0gagara

e 900,0 ml destilirane vode
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pH medija prilagodi se na 6.9 pomocu sterilne 1M ili 10M otopine KOH. Otopina se autoklavira

na 121 °C 15 minuta, a zatim se ohladi.

Hranjivi bujon:

e 10 ml FeNO;
e 10 ml L-Cistein

Za pripremu otopine FeNOs otopi se 1g FeNOs u 40 ml destilirane vode. Za pripremu otopine
L-cisteina otopi se 1,6 g L-cisteina u 40 ml destilirane vode. Nakon autoklaviranja i hladenja

hranjivi bujon dodaje se u prethodno pripremljeni medij za agar.

3.4. Metode

Prvi dan nasadena je bakterija L. pneumophila na BCYE agar te P. aeruginosa na krvni

agar za pripremu bakterijske suspenzije.

3.4.1. Priprema bakterijske suspenzije

Tre¢i dan napravljena je bakterijska suspenzija  Pseudomonas i Legionella
koncentracije 10° CFU/mI. Bakterijske suspenzije dodane su u 50 ml sterilne vode iz bazena i

50 ml sterilne vode iz slavine.

U epruvetu je dodano 3 ml vode, pomocu sterilnog Stapica s vatom na vrhu pokupe se
bakterijske kolonije, stapi¢ se promijesa u vodi i mjeri se na spektrofotometru OD (engl. optical
density). OD treba namjestiti na 1, odnosno ako je prvi put izmjereno OD = 0.5, u vodu se
dodaje jos bakterijskih kolonija kako bi se u konac¢nici dobio zeljeni OD. Kada OD iznosi 1, to
znadi da je koncentracija 10° CFU/mI. Nije pogodno iz bakterijske suspenzije 10°CFU/mI raditi
razrjedenja 10* i 102 CFU/ml u jednom Kkoraku jer treba uzeti premali volumen te se stoga iz

podetne suspenzije (10° CFU/mI) rade suspenzije 107 i 10° CFU/m.

Da bi dobili navedene koncentracije potrebno je napraviti izracun (Slika 1). Rezultati
izratuna pokazali su da treba uzeti 10ul bakterijske suspenzije koncentracije 10° CFU/mI i
dodati u 2ml vode da bi dobili bakterijsku suspenziju 10° CFU/ml (Rac¢un 1). Nakon toga uzima
se 10 ul bakterijske suspenzije 10’ CFU/mI u 1ml vode da bi dobili bakterijsku suspenziju 10°
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CFU/ml (Racun 2). Nakon dobivenih koncentracija bakterijskih suspenzija slijedi novi izraGun

za dobivanje koncentracija 10*i 102 CFU/ml. (Slika 2).

l.racun

cxVi=crx Vs

c1=10% CFU/ml
c2=10" CFU/ml
Vai=1ml

10° CEW/mit x Vi= 107 €FBmt x 1ml
V1= 10l

2.raéun
CixVi=ec2x'V2
107 EFtmt x V1= 10° EF6mt x 1ml
Vi1 =10pl

Slika 1. Izraéun dobivanja bakterijske suspenzije koncentracije 10’ CFU/ml i 10° CFU/ml

lracumn
cxVi=cx Vs
107 EFmt x Vi= 10* EFGfmi x 50ml

Vi= 50pl=——  koli¢ina suspenzije koncentracije 107 CFU/ml koju treba uzeti da bi dobili
10* CFU/ml u 50ml

4.racun
caaxVi=cxVa
10° EFFmt x Vi= 102 €EFFmt x 50ml

V1= 50p] == koli¢ina suspenzije koncentracije 10° CFU/ml koju treba uzeti da bi dobili 102
CFU/ml u 50m]

Slika 2. Izrac¢un dobivanja bakterijskih suspenzija koncentracija 10* CFU/ml i 102
CFU/ml u 50ml
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Rezultat treéeg ratuna prikazuje da je potrebno uzeti 50 ul suspenzije koncentracije 107
CFU/ml da bi dobili 50 ml suspenzije koncentracije 10* CFU/mI (Slika 2). Rezultat ¢etvrtog
ra¢una prikazuje da je potrebno uzeti 50 pl suspenzije koncentracije 10° CFU/ml da bi dobili

50 ml suspenzije koncentracije 10> CFU/ml (Slika 2).

3.4.2. Dodavanje bakterijske suspenzije

Imamo 4 uzorka za vodu iz bazena i 4 uzorka voda iz slavine. Epruvete s 50 ml vode iz

bazena i 50 ml vode iz slavine sadrZze navedene uzorke.
1. uzorak — L. pneumophila (10* CFU/ml)
2. uzorak — L. pneumophila (10* CFU/mI) i P. aeruginosa (102 CFU/mI)
3. uzorak — L. pneumophila (10> CFU/mI) i P. aeruginosa (10* CFU/ml)
4. uzorak — P. aeruginosa (10> CFU/ml)

U svaku epruvetu dodane su bakterijske suspenzije: u prvu epruvetu dodano je 50 ul L.
pneumophila 10" CFU/ml, u drugu epruvetu dodano je 50 ul L. pneumophila 107 + 50 pl P.
aeruginosa 10° CFU/ml, u tre¢u 50 pl L. pneumophila 10° + 50ul P. aeruginosa 10" CFU/ml,
au etvrtu 50 pl P. aeruginosa 10° CFU/mI. Epruvete s 50 ml vode iz slavine koje sadrze iste

uzorke dodano je 50 pl istih suspenzija u svaku epruvetu.

Svaka 2 dana, iz svake vode uzima se uzorak po 10 pul vode, nasaduje se na BCYE agar za
ocitanje L. pneumophila sg 1 i krvni agar za ocitanje P. aeruginosa. BCYE agar se inkubira na
37 °C 3-4 dana, krvni agar se inkubira na 37 °C 24h. Nakon inkubacije ocitava se broj poraslih
kolonija u CFU/ml.

13



4. REZULTATI

4.1. Broj bakterija Legionella i Pseudomonas u sterilnoj vodi iz slavine

U svaki uzorak dodane su bakterijske suspenzije L. pneumophila i P. aeruginosa te je
svaka 2 dana uzeto 10 uL uzorka i nasadeno na BCYE i krvni agar. Podloge su inkubirane na
37 °C 24-72 h te je ocitan porast bakterija (CFU/ml).

Nakon dva dana u prvom uzorku (L. pneumophila 10* CFU/mI) nije bilo prisutnih
Legionella ni Pseudomonas, u drugom uzorku koji sadrzi L. pneumophila 10* CFU/ml i P.
aeruginosa 10> CFU/mI broj L. pneumophila iznosio je 2,5x10* CFU/mI dok je P. aeruginosa
0 CFU/mI. U tre¢em uzorku koji sadrzi L. pneumophila (102 CFU/mI) i P. aeruginosa (10*
CFU/ml) broj L. pneumophila se smanjio na 3x10?> CFU/ml, a P. aeruginosa je iznosio 0
CFU/ml (Slika 3).

Nadalje, nakon ¢etiri dana bakterije su prisutne samo u drugom uzorku (L. pneumophila
10* CFU/ml i P. aeruginosa 10> CFU/ml). Cetvrti dan prisutna je samo L. pneumophila, broj
bakterija se smanjio i iznosio je 1,3x10* CFU/mlI (Slika 3).

Nakon $est dana broj L. pneumophila se smanjuje te iznosi 5x10°® CFU/mlI, dok P.
aeruginosa nije prisutan. Nakon osam dana broj L. pneumophila se ponovno smanjio te je
iznosio 1,6x10° CFU/ml (Slika 3).
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LOG CFU/mL

0 2 4 6 8
Vrijeme (dani)

voda iz slavine- Legionella voda iz slavine- Pseudomonas
L104+ P102 L104+ P102

Slika 3. Usporedba kinetike rasta Pseudomonas i Legionella u sterilnoj vodi iz slavine.
Bakterije L. pneumophila i P. aeruginosa dodane su u uzorak vode iz slavine te su u periodu
od 10 dana svaka 2 dana nasadene na BCYE agar i krvni agar te inkubirane na 37 °C nakon

¢ega je odreden broj bakterija (CFU).

Iz navedenih rezultata vidljivo je da broj L. pneumophila opada u prisutnosti P.
aeruginosa. Iz slike je vidljivo da je na kraju pokusa broj L. pneumophila manji nego na pocetku

iako nakon drugog dana nije zabiljeZena prisutnost bakterija P. aeruginosa.

4.2. Broj bakterija P. aeruginosa i L. pneumophila u sterilnoj vodi iz bazena

Nakon dva dana u prvom uzorku koji je sadrzavao L. pneumophila (10* CFU/mlI) i
drugom uzorku koji je sadrzavao L. pneumophila (10* CFU/ml) i P. aeruginosa (10> CFU/ml)
nije bilo prisutnih bakterija. U treéem uzorku (L. pneumophila (102 CFU/ml) i P. aeruginosa
(10* CFU/ml)) bio je prisutan samo P. aeruginosa te je broj bakterija iznosio je 1,2x10°
CFU/ml (Slika 4).

Nakon c¢etiri dana broj bakterija P. aeruginosa se povecao u odnosu na prethodni dan, a

iznosio je 1,7x10° CFU/mI (Slika 4). Sesti dan broj bakterija P. aeruginosa manji je nego
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Setvrti dan, a iznosio je 1,2x10° CFU/mI. Osmi dan broj bakterija se ponovno smanjuje te iznosi
7,1x10* CFU/mlI (Slika 4).

Nakon deset dana broj bakterija P. aeruginosa se u konaénici povecava te iznosi 1,5x10°
CFU/mlI (Slika 4).

6

LOG CFU/mL
w

4
Vrijeme (dani)

Bazen- Legionella Bazen- Pseudomonas
L102+ P104 L102+ P104

Slika 4. Usporedba kinetike rasta P. aeruginosa i L. pneumophila u sterilnoj bazenskoj
vodi tijekom 10 dana.

Bakterije L. pneumophila i P. aeruginosa dodane su u uzorak vode iz bazena te su u periodu
od 10 dana svaka 2 dana nasadene na BCYE agar i krvni agar te inkubirane na 37 °C nakon

¢ega je odreden broj bakterija (CFU).

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da se L. pneumophila u sterilnoj bazenskoj vodi ne
razmnoZzava U prisutnosti P. aeruginosa. Takoder, vidljivo je da L. pneumophila nakon 2 dana

ugiba, a broj bakterija P. aeruginosa je u kona¢nici veéi nego na pocetku pokusa (Slika 4).
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5. RASPRAVA

Nekoliko studija opisuje sve vecu ucestalost kontaminacija od Legionella spp.
demonstrirajué¢i Siroku rasprostranjenost mikroorganizama i povezanost izoliranih sojeva iz

okoli$a i bioloskog primjera zarazenih ljudi (25).

Cilj je bio ispitati utjecaj P. aeruginosa na rast i razmnozavanje bakterije L.
pneumophila iz razli¢itih uzorka voda. L. pneumophila serogrupe 1 bolje prezivljava u vodi iz
slavine bez prisutnosti P. aeruginosa. U uzorak vode iz slavine dodan je veci broj bakterija L.

pneumophila te to moze biti jedan od razloga boljeg rasta i razmozavanja.

Biofilm omogucuje bakterijama L. pneumophila da se pri¢vrs¢uju na povrsine ili da
budu dio drugih bakterijskih zajednica. To se moze posti¢i formiranjem izvanstanicnog
matriksa koji je sastavljen uglavnom od vode, egzopolisaharida, proteina, lipida, DNK, RNK i
anorganskih spojeva. Faza stvaranja biofilma pokrece se vezanjem na supstrat, nakon Cega
slijedi sazrijevanje biofilma i stvaranje izvanstani¢nog matriksa, zatim odvajanje i disperzija
bakterija. Tijekom tih faza bakterijski biofilmi tvore trodimenzionalne strukture razdvojene
vodenim kanalima koji omogucuju unos hranjivih tvari, kisika 1 ispustanje otpadnih proizvoda

(8).

L. pneumophila je u stanju prezivjeti i postojati u biofilmima vise vrsta koji pokrivaju
povrsine unutar vodnih sustava. Formiranje biofilma pomoc¢u L. pneumophila povoljno je za
patogene jer dovodi do postojanosti, Sirenja, otpornosti na tretmane 1 povecanja virulencije ove
bakterije. Nadalje, pojavnost legioneloze povezana su s prisutno$¢u L. pneumophila u

biofilmima, ¢ak i nakon opseznih kemijskih i fizikalnih tretmana (8).

Neka istrazivanja pokazala su da prisutnost raznih mikroorganizama u mikrobnoj
zajednici Legionella mogu imati pozitivne i negativne ucinke. U ovom slucaju P. aeruginosa
onemogucuje daljnji rast i razmnozavanja L. pneumophila u vodi iz bazena. P. aeruginosa je

bakterija koja stvara biofilm koji joj omogucuje lakse prezivljavanje u vodi.

Za P. aeruginosa nadeno je da mnogi geni odrzavaju ekspresiju u nekom trenutku
dugotrajnog prezivljavanja u vodi te izgleda da je prilagodba prezivljavanja u vodi sloZzena i

ukljucuje vise od jednog gena (10).
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Nadalje, moguce je da je prisutnost veéeg broja gena kod P. aeruginosa odgovorna za
bolje prezivljavanje u vodi iz bazena. Ukupan broj bakterija u uzorku vode prije ispitivanja
iznosio je 76 CFU/mI. Rezultati pokazuju da L. pneumophila ne prezivljava dugo u vodi iz
bazena zbog prevelikog broja bakterija te nema dovoljno hranjivih tvari za prezivljavanje.
Takoder, u uzorak iz bazena dodan je veci broj bakterija P. aeruginosa od broja L. pneumophila

te to moze biti razlog boljeg prezivljavanja P. aeruginosa u vodi iz bazena.

Neka istrazivanja su pokazala da vrste poput P. aeruginosa ometaju interakciju L.
pneumophila i ameba, iako su to¢ni mehanizmi nepoznati. Takoder ometaju rast i postojanost
L. pneumophila u biofilmima. Medutim, sva ta istrazivanja provedena Su koriStenjem Ciste

kulture ili mjesavine dvije ili tri vrste, ali ne i u prirodnim vrstama vodenih biofilmova (12).

U konacnici potrebne su redovite kontrole i analize bazenske vode kao i mikrobioloske

analize vode za ljudsku potrosnju kako bi se smanjila moguénost zaraze ovim bakterijama.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata doneseni su slijede¢i zakljuccei:

e L. pneumophila serogrupe 1 bolje prezivljava u vodi iz slavine
e U vodi iz slavine P. aeruginosa ne utjece na daljnje prezivljavanje i razmnozavanje L.
pneumophila

e U vodi iz bazena L. pneumophila se ne razmnozava u prisutnosti P. aeruginosa
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