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SAZETAK:

Obzirom na cCinjenicu da je voda osnovna potreba svakog zivog bica, bitno je
osiguravati njenu zdravstvenu ispravnost, bilo da se radi o vodi za ljudsku potros$nju ili onoj
namijenjenoj rekreaciji i rehabilitaciji. U ovom radu ispitana je prisutnost mikrobioloskog
pokazatelja P. aeruginosa u vodi za pi¢e (N=4171) kao i u bazenskoj vodi (N=5059) na
podruéju Primorsko-goranske Zzupanije tijekom petogodis$njeg razdoblja (2016.-2020.).
Takoder, prikazana je zakonska legislativa te su usporedeni nacionalni zakonski propisi sa
susjednim zemljama i Sire, vezano uz koriStenje P. aeruginosa kao mikrobioloskog

pokazatelja u vodi za pice i bazenskoj vodi.

Prema dobivenim rezultatima, udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka bio je sli¢an kod
vode za pice (3,9%) i bazenske vode (4,6%), s najvecim brojem pozitivnih uzoraka u
kategoriji niskog optere¢enja (<10 CFU/100 mL). RaSirenost ove bakterije bila je
najizrazenija u toplijem razdoblju godine (srpanj-listopad). P. aeruginosa statisticki je
znaCajno povezan s vecinom ispitanih mikrobioloskih i fizikalno kemijskih pokazatelja. P.
aeruginosa-pozitivni uzorci vode za pi¢e u najvecem broju Su prikupljeni tijekom tehnickih
pregleda zgrada, a kod bazena najve¢i udio pozitivnih uzoraka imali su zabavni i
jacuzzi/hidromasazni bazeni. Veéi udio pozitivnih uzoraka imali su otvoreni u odnosu na
zatvorene bazene, kao slatki u odnosu na bazene punjene morskom vodom. Prema namjeni
bazena, najve¢i stupanj optereCenosti bakterijom P. aeruginosa zabiljezen je kod

rehabilitacijskih bazena.

Republika Hrvatska (RH), Srbija i Crna Gora su zemlje koje su u svoje nacionalne
propise ukljucile P. aeruginosa kao pokazatelj zdravstvene ispravnosti vode za pice i
ambalazirane vode dok su Slovenija i Bosna i Hercegovina ispitivanje ove bakterije
ograni¢ile samo na ambalaziranu vodu. U RH stav je stru¢njaka da je P. aeruginosa potrebno
ispitivati na mjestima od javnozdravstvenog interesa (bolnice, domovi za starije 1 nemocne).
Pri procjeni zdravstvene ispravnosti bazenske vode ovaj se parametar ispituje u svim

zemljama obuhvaéenim ovim istrazivanjem.

Kljucne rije¢i: Pseudomonas aeruginosa, Primorsko-goranska zupanija, biofilm, bazenska

voda, voda za pice



ABSTRACT:

Given the fact that water is a basic need of every living being, it is important to ensure
its health, whether it is water for human consumption or that intended for recreation and
rehabilitation. In this paper, the presence of the microbiological indicator P. aeruginosa in
drinking water (N=4171) as well as in pool water (N=5059) in the Primorje-Gorski Kotar
County during the five-year period (2016.-2020.) was examined. Also, the legislation is
presented and the national legislation is compared with neighboring countries and beyond,
related to the use of P. aeruginosa as a microbiological indicator in drinking water and pool

water.

According to the obtained results, the proportion of P. aeruginosa-positive samples
was similar in drinking water (3,9%) and pool water (4,6%), with the highest number of
positive samples in the low load category (<10 CFU / 100 mL ). The prevalence of this
bacterium was most pronounced in the warmer period of the year (July-October). P.
aeruginosa is statistically significantly associated with most of the examined microbiological
and physicochemical parameters. P. aeruginosa-positive samples of drinking water were
mostly collected during technical inspections of buildings, and in the case of swimming
pools, the largest share of positive samples were in entertainment and jacuzzi / hydromassage
pools. They had a higher proportion of positive samples than outdoor pools, as sweet
compared to seawater-filled pools. According to the purpose of the pool, the highest degree

of P. aeruginosa load was recorded in rehabilitation pools.

The Republic of Croatia, Serbia and Montenegro are countries that have included P.
aeruginosa in their national regulations as an indicator of the health safety of drinking water
and packaged water, while Slovenia and Bosnia and Herzegovina have limited the testing of
this bacterium to packaged water only. In the Republic of Croatia, the opinion of experts is
that P. aeruginosa should be examined in places of public health interest (hospitals, homes
for the elderly and infirm). When assessing the health safety of pool water, this parameter is

tested in all countries covered by this study.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Primorje-Gorski Kotar County, biofilm, pool water,

drinking water
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1 UVOD

1.1 Voda kao resurs

Voda je nezamjenjivi ¢imbenik nuZan za razvoj Zivota na nekom podru¢ju. Cini 2/3
ljudskog organizma, a pri njenom manjku remete se normalne Zivotne funkcije. Voda za pice
jedina je namirnica koju koristi cjelokupno stanovni$tvo, bez obzira na socioekonomski
status, zemljopisni polozaj, vjeru, rasu i sl. Prema UNESCO-ovom izvjes¢u, Republika
Hrvatska (RH) se po bogatstvu i dostupnosti vodnih resursa nalazi pri samom vrhu zemalja
Europe ali 1 svijeta. Rezerve pitke vode koje Hrvatska posjeduje su znacajne, a veéini gradana
voda za pice dostupna je izravno iz slavine. Pijenje vode iz slavine je nacin konzumacije koji
se koristi u sve manjem broju zemalja, kako zbog naruSene kakvoce vode tako 1 zbog snazne
promidZbe upotrebe ambalaZirane vode. Vodne rezerve kojima raspolaZzemo potrebno je
racionalno koristiti 1 dodatno zastititi od razli€itih vrsta onec¢iS¢enja, u cilju zastite i o€uvanja

javnog zdravlja kao i samog okolisa.

KoriStenje vode za pife 1 sanitarne potrebe svakako ima prednost u odnosu na
koriStenje vode za druge namjene. Velike koli¢ine vode koriste u poljoprivredi, industriji, za
proizvodnju energije, takoder i u farmaceutske i rekreativne svrhe. Naime, wellness turizam
je grana koja u RH sve vise raste, $to je u skladu sa svjetskim trendovima. Vodeca turisticka
srediSta u Hrvatskoj za svoje goste i lokalno stanovniStvo Sire ponudu rekreativnih
mogucnosti. Tako su bazeni postali nezaobilazni dio ponude suvremenog turizma, koji se
osim u rekreativne svrhe koriste kao ljeciliSni i rehabilitacijski. Iz prethodno navedenog
vidljivo je da nam voda pruza brojne blagodati, §to u ubrzanom nacinu zivota pridonosi
pozitivnim zdravstvenim u¢incima te nam pomaze u ocuvanju fizicke kondicije. Medutim,
ukoliko se bazenska voda i bazenski prostori pravilno ne odrzavaju ili se korisnici ne
pridrzavaju higijenskih pravila, mogu¢a je izloZenost kemijskom ili mikrobioloskom
onec¢iS¢enju. Osiguranje i kontrola dobre kvalitete bazenske vode minimalizira Stetan utjecaj
na ¢ovjekovo zdravlje, te je znacajno javno-zdravstveno pitanje.

1.2 Pseudomonas aeruginosa
1.2.1 Opcenito

Rod Pseudomonas pripada porodici Pseudomonadaceae, medu kojima je najznacajniji
Pseudomas aeruginosa. Pseudomonas je gram-negativan, ravni Stapié¢, koji u vlaznoj sredini
moze prezivjeti mjesecima. Zbog svoje sposobnosti prezivljavanja u razlicitim okoliSnim

uvjetima, ova bakterija sveprisutna je u okoliSu. Jedna od karakteristika pseudomonasa je i



termorezistentnost — podnosi temperaturne raspone od 4 do 42 °C, §to ju $to joj omogucava
prezivljavanje u razli¢itim medijima: vru¢im kupkama, destiliranoj vodi, vodama teku¢icama

1 staja¢icama, bazenskim vodama isl. (1).

P. aeruginosa ima sposobnost stvaranja biofilma, na Sto je vodoopskrbni sustav
izrazito osjetljiv i Cesto je koriSten model za njihovo proucavanje. Moze kolonizirati nove
povrsine ili se pridruziti postoje¢ima. Biofilmove definiramo kao tanke slozene formacije
mikroorganizama i Zelatinoznog matriksa, izgradene od ekstracelularnih polimernih supstanci
(EPS) koje izluCuju prisutni mikroorganizmi. Smatramo ih glavnim izvorima
mikroorganizama u vodoopskrbnoj mrezi (2). Na njihov rast i razvoj utjeCe nekolicina faktora
kao $to su: temperatura, pH, tvrdo¢a vode, prisustvo dezinficijensa i sl. (3). Biofilm ima
zaStitnu ulogu za bakterije jer im omogucava laksSi opstanak te pojaCanu otpornost na
dezinficijense 1 antibiotike. Osim §to smanjuje kvalitetu vode, formiranje biofilma predstavlja
rizik za ljudsko jer moZe sadrzavati opasnije bakterije, poput koliformnih organizama i
E.coli. Jednom uspostavljeni, biofilmovi mogu biti teski za uklanjanje iz umjetnih vodnih
sustava jer im je potreban biodisperzant, odnosno kemikalija za razgradnju biofilma ili
fizicko uklanjanje prije dezinfekcije (4). Prilagodljivost P. aeruginosa razlic¢itim okruzenjima
I sposobnost napredovanja u uvjetima prisutnim u biofilmovima, povezuje se s njegovom
sposobnoscu da kao akceptor elektrona umjesto kisika koristi nitrat. Ako kisik, nitrat 1 nitrit
nisu dostupni, P. aeruginosa moze rasti ili prezivjeti pomo¢u fermentacije arginina, odnosno

piruvata.

Po pitanju rezistencije na klorne preparate, ubrajamo ga u skupinu umjerene
rezistencije ili perzistentnosti na klor. Kloriranje se postize primjenom klora, monokloramina
ili klor dioksida. lako otpornost na kloriranje ovisi 0 soju, P. aeruginosa, posebice kada je
povezan s biofilmom, moze prezivjeti koncentracije klora koje se primjenjuju pri dezinfekciji
vode za pi¢e. Smatra se da je uzrok povecane rezistencije stanica P. aeruginosa uklopljenih u
biofilm, formiranje gore ve¢ spomenute ekstracelularne polimerne supstance (EPS), koja je
smjeStena na povrSini staniéne membrane. EPS troSi ostatke dezinficijensa te utjeCe na
dostupnost reaktivnih mjesta na povrSini stanice $to odgada interakciju izmedu dezinficijensa
1 stani¢ne membrane. Uz to, EPS smanjuju propusnost membrane za dezinficijense pri ¢emu
smanjuje mogucnost pojave vecih osteCenja bakterije Sto omogucava brzu regeneraciju nakon

potro$nje dezinficijensa (5).



Unato¢ tome S$to P. aeruginosa preferira nacin zivota biofilma, nije uvijek
identificiran unutar takvih sustava 1 rijetko se otkriva pomocu metoda uzgoja. Prilikom
identifikacije P. aeruginosa na odgovaraju¢im podlogama, sluzimo se njezinim biokemijskim
osobinama u koje ubrajamo stvaranje pozitivne citokromoksidaze, oksidaze i katalaze,
proizvodnju amonijaka iz arginina, rast na citratu kao jedinom izvoru ugljika poput ostalih
fluorescentnih Pseudomonasa te sintezu zeleno-zutog flourescentnog pigmenta pioverdina
kao i ne-fluorescentnog plavic¢astog pigmenta piocijanina (5). Proizvodnja pioverdina i
piocijanina karakteristiCna je samo za vrstu P. aeruginosa u rodu Pseudomonas i Cesto se
koristi u svrhu identifikacije. Pioverdin je siderofor ¢ija je uloga antagonista prema drugim
mikroorganizmima. Piocijanin je fenazin kojeg proizvodi P. aeruginosa; ti spojevi djeluju
antimikrobno 1 antimikoti¢no.

1.2.2 lzvorii pojavnhost

P. aeruginosa oportunisti¢ki je patogen koji izaziva bolest uglavnom kod ljudi sa
oslabljenim imunitetom, dok se kod zdravih ljudi bolest rjede javlja (6). U rizi¢nu populaciju
ubrajamo novorodencad, bolesnike s neutropenijom , bolesnike s opeklinama, bolesnike koji
koriste invazivne uredaje (npr. kateter, endotrahealna cijev, ventilator...), bolesnike koji
imaju osnovnu pluénu bolest poput bronhicktazije ili cisticne fibroze (5) kao i osobe s
fizickim oStec¢enjima oc€iju (6). Kod korisnika hidromasaznih kada (eng. hot tube) primarni je
uzrok folikulitisa, kod osoba koje duze borave u vodi uzrokuje upalu vanjskog uha ili
»plivatko uho* (otitis externa ili eng. swimmer's ear). Glavni je uzrok morbiditeta i
mortaliteta kod bolesnika s cisti¢nom fibrozom (7) obzirom na vecéu sklonost ovih bolesnika

kolonizaciji P. aeruginosa, §to dovodi do ozbiljnih progresivnih pluénih infekcija (8).

Pseudomonas posjeduje urodenu rezistenciju na antibiotike zbog niske propusnosti
vanjske membrane kao i izbacivanja antibiotika iz stanice (eng. efflux). Uz to, neki sojevi P.
aeruginosa mutiraju na mjestima vezanja fluorokinolona uz povecano stvaranje beta-
laktamaze ili cefalosporinaze. P. aeruginosa Cesto razvija dodatne mehanizme rezistencije
(npr. iz plazmida) kao i1 multiplu rezistenciju (otpornost na viSe vrsta lijekova) tijekom
tretmana lijeCenja. Rezistencija na lijekove predstavlja glavni izazov prilikom lijeCenja
infekcije uzrokovane P. aeruginosa, obzirom da predstavlja drugi vode¢i uzrok bolni¢kih

infekcija uzrokovanih gram-negativnim bakterijama.

Prisutnost multirezistentnin P. aeruginosa u rekreacijskom okruzenju, predstavlja

rizik za imunokomprimitirane osobe, kod kojih otezano lijeCenje ima vece implikacije.



Infekcije pseudomonasom rezistentnim na lijekove cesto rezultira povecanim troskovima
lijecenja, produljenim boravkom u bolnici te veéim morbiditetom 1 smrtnoS¢u. Pracenje
rezistentnih sojeva P. aeruginosa moze imati veliki znacaj za prevenciju potencijalnih
epidemija koje mogu izbiti u buduénosti, obzirom na sklonost ove bakterije brzom

razmnozavanju u uvjetima kada koncentracija klora padne ispod preporucenih vrijednosti (7).

Voda zatvorenih bazena predstavlja vazan rezervoar pseudomonasa, gdje mokra koza
korisnika i povoljna temperatura vode pruzaju idealne uvjete za razmnozavanje ove bakterije.
Uoceno je da kompleksni cjevovodi, koje je zbog njihove slozenosti teSko Cistiti,

predstavljaju vazan ¢imbenik kontaminacije pseudomonasom (7).

Iz prethodno navedenog je vidljivo da je P. aeruginosa Cest organizam u okolisu,
sposoban kolonizirati razli¢ite niSe vodenog okoliSa kao 1 brojna vlaZzna mjesta u tlu (5). To
zahvaljuje dobroj prilagodbi uvjetima okolisa, moguéno$¢u prezivljavanja u Sirokom
temperaturnom rasponu te minimalnim nutritivnim zahtjevima. Najce$¢e je prisutna gram-
negativna bakterija koja se moZe razmnozavati u vodenom okruzenju ali i na povrSini
pogodnih organskih materijala u kontaktu s vodom. Izolirana je iz niza vlaznih okruzenja

poput umivaonika, vodenih kupki, sustava tople vode, tuSeva i spa bazena (8).

1.2.3 Putevi prijenosa

lako znac¢ajan izvor zaraze predstavljaju vodene kupke, tuSevi, bazenski okolis 1 sli¢na
mjesta, infekcije se u najve¢em broju slucajeva pojavljuju ipak u zdravstvenim ustanovama,
jedinicama intenzivnog lijeCenja, domovima za starije i nemoc¢ne te drugim institucijama u
kojima borave imunokompromitirane osobe. Posljedica je to rezistentnosti brojnih sojeva na
niz antimikrobnih sredstava, $to otezava stanje u bolnickim uvjetima. Glavni put infekcije je
izlaganje osjetljivog tkiva (posebno rana i sluznica) kontaminiranoj vodi ili kontaminiranim
kirurSkim instrumentima tijekom zahvata (6). P. aeruginosa se moze prenijeti izmedu

pacijenata, putem ruku zdravstvenih radnika i sl.

1.2.4 Znacajnost u vodi za pice

Kontrola kakvo¢e vode za ljudsku potroSnju od posebnog je znaCaja za javne
vodoopskrbne sustave za koje je vezan veliki broj korisnika. U tu svrhu provode se
ispitivanja vode na kemijske 1 mikrobioloSke pokazatelje koji su propisani vazeéim

pravilnikom.



Prethodno je navedeno kako P. aeruginosa moze biti znaCajan u odredenim
okruzenjima, poput zdravstvenih ustanova, jedinica intenzivnog lijeGenja, domova za starije i
nemoc¢ne te drugim institucijama, medutim nema dokaza da je konzumiranje i upotreba vode
za pi¢e u takvim ustanovama povezana s negativnim zdravstvenim ufinkom u opcoj
populaciji. Medutim, prisustvo velikog broja P. aeruginosa u vodi za pice, posebice u
ambalaziranoj ("flasiranoj") vodi, pogorSava senzorska svojstva vode, kao §to su okus, miris i
mutno¢a (4). lako se takva voda ne smatra opasnom za zdravu populaciju, zdravstveni
problemi mogu se pojaviti kod imunokompromitiranih osoba (djeca, starija populacija,
bolesnici). Prisustvo P. aeruginosa u vodi takoder sluzi kao dobar pokazatelj stanja, odnosno
Cisto¢e distribucijskog sustava. Ovo je vrlo znafajno za unutarnju mrezu u objektima, koja

nije pod kontrolom kao vanjska vodovodna mreza.

Kako je kontrola kakvoce vode za ljudsku potrosnju od posebnog znacaja za javne
vodoopskrbne sustave, suzbijanje P. aeruginosa u ovakvim sustavima od posebnog znacaja.
Utjecaj na njegovu pojavnost unutar dijelova sustava javne vodoopskrbe ima nacin gradnje
distribucijske mreze, odabir materijala, tip slavina i dizajn ventila. Cesto kori$teni plastiéni i
elastomerni materijali kao §to su polipropilen, polietilen, nitril-butadien-kaucuk, PVC,
silikon, lateks i sl., podrzavaju nastanak debljeg i mnogo gusceg sloja biofilma, u odnosu na
bakar, staklo 1 nehrdaju¢i celik. lako je bakar materijal ¢ije se koriStenje danas prilikom
gradnje izbjegava iskljucuyje, u starijoj infrastrukturi on prevladava i time predstavlja znacajan
problem. Svojstvo bakrenih iona je njihova toksi¢nost zbog koje nije zabiljezen rast biofilma
na bakrenim cjevovodima. Medutim, iako je bolje koristiti bakrene materijale u odnosu na
materijale koji pospjeSuju stvaranje biofilma, njihovo koriStenje moze ometati otkrivanje P.
aeruginosa metodama uzgoja u vodi iz slavina, $to rezultira podcijenjenim stvarnim
bakterijskim optere¢enjem u vodi. Do ovoga dolazi zbog pojave vijabilnih ali nekultivabilnih
— VBNC oblika P. aeruginosa, koji tako u prisutnosti bakra ili klora ostaje neotkriven
standardnim metodama uzgoja. Stanice su u nekultivabilnom obliku jo§ uvijek zive i
metaboli¢ki aktivne, ali ne uspijevaju se razmnozavati 1 rasti na uobicajenim hranjivim

podlogama u laboratorijskim uvjetima (5).

Ucinkovitost dezinfekcije klorom obi¢no se procjenjuje metodama kultivacije, koje ne
uzimaju u obzir VBNC stanje (5). Mjere suzbijanja usmjerene prema Smanjenju rasta
biofilma ukljucuju postupke optimizacije uklanjanja organskog ugljika, ograniceno vrijeme

zadrZavanja vode u distribucijskom sustavu te odrzavanje rezidualne koli¢ine dezinficijensa.



U veéini provedenih istrazivanja utjecaja dezinficijensa na P. aeruginosa koriStene su
kultivacijske metode, koje ne uzimaju u obzir VBNC oblik P. aeruginosa. Dodatni problem
je §to se istrazivanja provode u laboratorijskim uvjetima, na biofilmovima koji sadrze jedne
do dvije vrste, Sto nije reprezentativno obzirom da je u realnim uvjetima biofilm formiran od
veceg broja vrsta. Nadalje, u¢inkovitost dezinfekcijskog postupka u vodoopskrbnom sustavu
velikih objekata, uvelike ovisi o hidrauli¢kim uvjetima koji odreduju vrijeme zadrzavanja
dezinficijensa u sustavu te osiguravaju djelovanje dezinficijensa u najudaljenijim to¢kama u
mrezi. Promjenjivi protoci koje susre¢emo u zgradama poput bolnica, takoder mogu utjecati
na odrzavanje rezidua dezinficijensa, temperature ili hidraulike na pojedinom izljevnom
mjestu, posebno u blizini mjesta odlaganje radne odjece. Svi ti nepovoljni uvjeti pruzaju
optimalne uvjete VBNC oblicima P. aeruginosa za povratak u kultivabilno stanje, S§to
predstavlja rizik za zdravlje ljudi (5).

Tijekom ispitivanja ukupnog broja kolonija (broj aerobnih heterotrofnih bakterija,
UBB; eng. HPC — heterotrophic plate count) odrede se razli¢ite vrste mikroorganizama,
izmedu ostalih i P. aeruginosa. Tako P. aeruginosa, kao uobicajeni okoli$ni mikroorganizam,
u kombinaciji s drugim pokazateljima kao $to je koncentracija rezidualnog klora, ukazuje na
uvjete povoljne za rast mikroorganizama. S druge strane, E. coli ili termotolerantni koliformi

ne mogu se upotrijebiti u te svrhe.

Ove vrste testova namijenjene su oporavku Sirokog spektra mikroorganizama iz vode,
koje zajednic¢ki nazivamo postupcima "odredivanja kolonija heterotrofnih bakterija" ili "HPC
testovima". Ovaj test se moze koristiti u kombinaciji s drugim parametrima, kao Sto su
rezidue dezinficijensa, kako bi se naznacili uvjeti koji podrzavaju rast ovih organizama. Sam
test ne navodi organizme koji su otkriveni. Rast nakon tretmana pitkom vodom obi¢no se
naziva "ponovni rast" kojem pridonose temperatura, dostupnost hranjivih sastojaka i
nedostatak dezinficijensa. PoviSene razine HPC-a javljaju se u staticnim dijelovima

cjevovodnih distribucijskih sustava, flasiranoj vodi, vodoopskrbnim uredajima 1 sl. (9).

1.2.5 Znacajnost u bazenskoj vodi

Obzirom da bazeni i njihova okruzenja pruzaju idealne uvjete za rast i razvoj
pseudomonasa, to su prostori u kojima dolazi do visoke pojavnosti ovog mikroorganizma.
Posebno se to odnosi na bazene punjene vru¢om, termalnom vodom koji se koriste u

rekreativne ili zdravstvene svrhe. U ovim sluc¢ajevima P. aeruginosa sluzi kao pokazatelj



neadekvatnog ili loSeg odrzavanja sustava upravljanja bazenima i okolnim prostorima, ili

nepoStivanja pravila ponasanja od strane korisnika bazena (10).

Toplo i vlazno okruzenje prisutno na bazenima, idealno je za rast pseudomonasa zbog
njegove sposobnosti opstanka pri  visokim koncentracijama dezinficijensa, visokim
temperaturama (prezivljava i do 42° C) te stalnoj opskrbi vode hranjivim tvarima od strane
korisnika bazena. Naime, poznato je da visoke temperature vode i turbulencija u
hidromasaznim kadama poti¢u znojenje i deskvamaciju, tj. uklanjanje stanica koze. Ti
materijali takoder djeluju kao izvor hranjivih sastojaka za rast P. aeruginosa, Stite ga od
izlozenosti dezinficijensima te doprinose ukupnom organskom opterecenju vode, Sto za

posljedicu ima smanjenje rezidualne koncentracije dezinficijensa (11).

Primarni zdravstveni u¢inak povezan s prisutnoS¢u P. aeruginosa u bazenskim
okruzenjima je folikulitis (8), koji rezultira pustularnim osipom, kao i otitis externa (upala

vanjskog uha ili ,,plivacko uho*).

P. aeruginosa ima sklonost nakupljanja u biofilmovima u filtrima koji se slabo
odrzavaju te na mjestima gdje je hidraulika bazena loSa, primjerice podovi, stepenice, rubovi
bazena, umivaonici, tuSevi, nogoperi, sanitarni odvodi 1 sl. Temeljito i rutinsko ciS¢enje
okolnih povr$ina pomo¢i ¢e u smanjenju infekcija s P. aeruginosa. Sami korisnici bazenskih
kupaliSta s kontaminiranih povrSina mogu prenijeti ovu bakteriju u vodu, stoga je od iznimne
vaznosti primjenjivati preventivne mjere kojima se sprjecava i suzbija Sirenje rezistentnih
sojeva ove bakterije, sprjeCava pojava biofilma te osigurava zdravlje korisnika (10).
UCinkovita preventivna mjera je poticanje korisnika na tuSiranje prije ulaska u vodu kao i
kontroliranje broja kupaca i1 vrijeme izloZenosti u bazenu (12). Takoder se preporucuju
detaljna CiS¢enja prostora oko i unutar bazena, ¢iS¢enje instalacija (najmanje jedanput tjedno)
te ispiranje filtera. Cijeli proto¢ni sustav bazenskog kupaliSta (koji radi cijelu godinu),
ukljucujuéi 1 bazene, potrebno je jednom godiSnje potpuno isprazniti, isprati, ocistiti i

napuniti (13).

Kontrola P. aeruginosa u bazenskom se okruzenju postize odrZzavanjem adekvatne
koncentracije dezinficijensa kao i rutinskim te temeljitim c¢iS¢enjem bazena. Prilikom
provodenja postupka dezinfekcije i korekcije pH vrijednosti, dodana sredstva za dezinfekciju
moraju se ravnomjerno raspodijeliti po cijelom bazenu, tako da voda zadovoljava propisane

zdravstvene kriterije. U usporedbi sa standardnim bazenima, u spa bazenima je, zbog



specificnih osobina i dizajna, teze suzbijati pojavu pseudomonasa. Iz tog je razloga u spa
bazenima potrebno ucestalije mjerenje 1 podeSavanje pH vrijednosti te koncentracije
rezidualnog klora kao i definiranje razdoblja oporavka potrebnog za ponovno postizanje
dovoljne koncentracije klora. Takoder je potrebno ograniCiti broj korisnika kao i duzinu
njihova boravka u bazenu (14). Na bazenskim kupalistima obavezan je odgovaraju¢i plan
giséenja koji mora sadrzavati podatke: §to, kako, ¢ime, kada i tko &isti. Cis¢enje je potrebno
obaviti jedanput dnevno i to se obavlja na kraju rada bazena, a po potrebi i za vrijeme rada
(13).

1.3 Zakonska legislativa

1.3.1 Voda za pice
1.3.1.1 Republika Hrvatska

Temeljni zakon koji se odnosi na ispravnost vode za pi¢e u Republici Hrvatskoj je
Zakon o vodi za ljudsku potrosnju (NN 56/2013, 64/2015, 104/2017, 115/2018, 16/2020)
(15). Ovim Zakonom ureduje se zdravstvena ispravnost vode za ljudsku potrosnju, propisuju
se nadlezna tijela zaduzena za provedbu ovoga Zakona, definira se nalin izvjeStavanja
Europske komisije o rezultatima ispitivanja, zatim obveze pravnih osoba koje provode
opskrbu vodom za ljudsku potro$nju (komunalnih drustava). Takoder, Zakon odreduje nacine
postupanja 1 izvjeS¢ivanja u slucaju odstupanja pracenih pokazatelja od propisanih standarda
zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potroSnju kao 1 nacin financiranja programa
ispitivanja. Cilj provedbe ovog zakona je zastita ljudskog zdravlja od nepovoljnih utjecaja
bilo kojeg onecis¢enja vode za ljudsku potrosnju i osiguravanja zdravstvene ispravnosti vode
za ljudsku potros$nju na podru¢ju Republike Hrvatske. Ovaj Zakon uskladen je s Direktivom
Vijeca 1998/83/EZ od 3. studenoga 1998. o kvaliteti vode namijenjene za ljudsku potroSnju
(SL L 330, 05. 12. 1998.) (Direktiva Vijeca 1998/83/EZ.). Navedena Direktiva zamijenjena je
novom Direktivom — Direktiva (EU) 2020/2184 Europskog parlamenta i Vije¢a od 16.
prosinca 2020. o kvaliteti vode namijenjene za ljudsku potro$nju (preinaka). Rok za

prenosenje odredbi nove Direktive u hrvatsko zakonodavstvo je 12. sijecnja 2023.

Temeljem Zakona o vodi za ljudsku potrosnju (NN 56/13, 64/15 1 104/17; ¢l1. 10. st. 1.
podst. 1. i st. 3.), ministar zdravstva uz suglasnost ministra graditeljstva i prostornoga
uredenja, donosi Pravilnik o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i
planovima sigurnosti vode za ljudsku potros$nju te na¢inu vodenja registra pravnih osoba koje
obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe (NN 125/2017). U navedenom Pravilniku propisuju

se parametri za provjeru sukladnosti, vrste i opseg analiza uzoraka u svrhu ispitivanja



parametara za provjeru sukladnosti, ucestalost uzimanja uzoraka vode za ljudsku potrosnju u
sklopu redovitog i revizijskog monitoringa, kao i metode laboratorijskog ispitivanja
zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potro$nju. Pravilnikom se odreduju sanitarno-
tehnicke, higijenski te drugi uvjeti koje moraju ispunjavati vodoopskrbni objekti. Takoder,
definira se vrsta i opseg analiza te broj potrebnih uzoraka vode u svrhu ispitivanja
zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potro$nju u gradevinama prije izdavanja uporabne
dozvole. Pravilnikom se definiraju parametri zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku
potros$nju (mikrobioloski i kemijski), indikatorski parametri (mikrobioloski i kemijski) i
parametri radioaktivnih tvari. Mikrobioloski parametri zdravstvene ispravnosti vode za
ljudsku potrosnju su Escherichia coli (u 100 mL), enterokoki (u 100 mL), Clostridium
perfringens (u 100 mL) i enterovirusi (u 5000 mL). Navedeni parametri zdravstvene
ispravnosti vode za ljudsku potro$nju ne smiju se dokazati u ispitanom uzorku, u suprotnom

je uzorak nesukladan (16).

Sto se ti¢e indikatorskih parametara vode za ljudsku potrosnju, u slu¢aju njihova
odstupanja od propisanih MDK vrijednosti, procjenu utjecaja na ljudsko zdravlje provodi
nadlezni Zavoda za javno zdravstvo izvrSava uz poduzimanje svih potrebnih mjere kako bi se
parametar uskladio s propisanom vrijednosti. Pri tome nadlezni Zavod za javno zdravstvo
suraduje sa Stru¢nim povjerenstvom za vodu namijenjenu ljudskoj potrosnji. Indikatorski
parametri vode za ljudsku potro$nju su: broj kolonija na 37 °C i 22 °C (MDK=100 cfw/mL),
ukupni koliformi (MDK = 0 CFU/100 mL) te P. aeruginosa (MDK = 0 CFU/100 mL). U
navedenom Pravilniku (NN 125/2017) kao uzorci u kojima se pokazatelj P. aeruginosa
ispityje definiraju se uzorci vode uzeti na mjestu potro$nje u objektima od javnozdravstvenog
interesa (bolnice i druge zdravstvene ustanove, vrtiéi, staracki domovi i druge javne ustanove
u kojima su na smjesStaju starije osobe) te za potrebe tehnickih pregleda. Dana 1. travnja
2020. objavljena je izmjena navedenog Pravilnika — Pravilnik o izmjenama i dopunama
Pravilnika o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti
vode za ljudsku potroSnju te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost
javne vodoopskrbe (NN 39/2020) u kojoj se ova napomena mijenja u smislu smanjenog broja
vrste objekata u kojima se ispituje pokazatelj P. aeruginosa. U tom se Pravilniku navodi da
se ovaj parametar odreduje se u uzorcima vode uzetim na mjestu potrosnje u objektima od
javnozdravstvenog interesa (bolnice i druge zdravstvene ustanove, staracki domovi 1 druge

javne ustanove u kojima se smjestaju starije osobe) te za potrebe tehnickih pregleda (17).



Tablica 1. Mikrobioloski indikatorski parametri

Pokazatelj Mijerna jedinica MDK
Broj kolonija 22 °C CFU/mL 100
Broj kolonija 36 °C CFU/mL 100
Ukupni koliformi* CFU/100 mL 0
Pseudomonas aeruginosa** CFU/100 mL 0

*ne odreduje se uvodama u boci ili drugoj ambalazi

**odreduje se u uzorcima vode uzetim na mjestu potrosnje u objektima od javnozdravstvenog interesa (bolnice i
druge zdravstvene ustanove, staraCki domovi i druge javne ustanove u kojima se smjestaju starije osobe) i za
potrebe tehnickih pregleda

Dok Pravilnik (NN 125/2017) parametar P. aeruginosa za vodu za ljudsku potros$nju
definira kao indikatorski parametar, u vodama za ljudsku potro$nju u trenutku punjenja u
boce ili drugu ambalazu koja se stavlja na trziSte u bocama ili drugoj ambalazi predstavlja

parametar zdravstvene ispravnosti, koji se odreduje se u uzorku od 250 mL (Tablica2.).

Tablica 2. Mikrobioloski parametri zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potro$nju u trenutku punjenja
u boce ili drugu ambalaZu koja se stavlja na trZiSte u bocama ili drugoj ambalaZzi

Pokazatelj Mjerna jedinica MDK
Escherichia coli* CFU/250 mL 0
Enterokoki* CFU/250 mL 0
Broj kolonjja 22 °C CFU/mL 100
Broj kolonijja 36 °C CFU/mL 20
Pseudomonas aeruginosa* CFU/250 mL 0

*odreduje se iuvodi u bocama koja je stavljena na trziste

1.3.1.2 Republika Srbija

Pravilnikom o higijenskoj ispravnosti vode za pic¢e ("Sl. list SRJ", br. 42/98 1 44/99 i
Sl. glasnik RS br. 28/2019) u Republici Srbiji propisuje se zdravstvena ispravnost vode za
pice koja sluzi za javnu vodoopskrbu stanovnistva ili za proizvodnju namirnica namijenjenih

prodaji. Zdravstvena ispravnost vode utvrduje se: 1) osnovnimi 2) periodi¢nim pregledom, 3)
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pregledom vode iz novih zahvata i 4) pregledom na osnovu higijensko-epidemioloskih
indikacija. Pokazatelj P. aeruginosa sastavni je dio svih navedenih vrsta laboratorijske
analize. Pravilnik propisuje da bakterija P. aeruginosa ne smije biti prisutna u pro¢is¢enoj i
dezinficiranoj vodi, u ambalaZiranoj vodi na izvoru te u prirodnoj vodi zatvorenih i otvorenih
izvorista (13).

1.3.1.3 Republika Crna Gora

Pravilnik o blizim zahtjevima koje u pogledu bezbjednosti treba da ispunjava voda za
pice (Sl. list Crne Gore, br. 24/2012 od 4. maja 2012) je Pravilnik kojim se u Republici Crnoj
Gori detaljnije propisani zahtjevi koje u pogledu sigurnosti koje treba ispunjavati voda za
pice. U Prilogu I. — Parametri ispravnosti vode za pice, prikazana je Tablica 3. —
Mikrobioloski kriteriji za vodu za pice u kojoj je izmedu ostali pokazatelja naveden i P.
aeruginosa, c¢ija se prisustvo ne smije dokazati u 100 mL vode za pic¢e i u 250 mL vode u
ambalazi (18).

Tablica 3. Mikrobioloski kriteriji za vodu za pice

PARAMETAR Jedinica vode za pice JEd;r:ﬁ,aaL Oi‘ije u MDK
Esherichia coli CFU/100 mL CFU/250 mL 0
Enterokoki CFU/100 mL CFU/250 mL 0
Ukupni koliformi CFU/100 mL CFU/250 mL 0
glfljgc'gj'ii:"s‘;’g:er;?gens CFU/100 mL CFU/100 mL 0
Broj kolonija 22°C CFU/mL CFU/mL 100
Broj kolonija 37°C CFU/mL CFU/mL 20
Salmonella spp. CFU/100 mL CFU/1000 mL 0
Shigella spp. CFU/100 mL CFU/1000 mL 0
Vibrio cholerae CFU/100 mL CFU/1000 mL 0
Paraziti CFU/100 mL CFU/1000 mL 0
Enterovirusi CFU/5000 mL CFU/5000 mL 0
zslflj’gmggas CFU/100 mL CFU/250 mL 0

IClostridium perfringens se odreduje samo za povrSinske vode za pice
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1.3.1.4 Republika Bosna i Hercegovina

Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti vode za pi¢e dio prvi — opce odredbe (SI. list
BIH, br 40/2010) je Pravilnik kojim se u Republici Bosni i Hercegovini propisuju zahtjevi i
standardi koje mora ispunjavati voda za pice, najvece dopuStene vrijednosti parametara
zdravstvene ispravnosti, metode laboratorijskih ispitivanja, te mjere za pracenje zdravstvene
ispravnosti vode za pice. U vodi za pi¢e mikrobioloSki pokazatelj P. aeruginosa se ne
ispityje, dok je u ambalaziranim vodama obavezan. U Aneksu I. Pravilnika — Parametri i
vrijednosti parametara, Dio A, navedeni su mikrobioloski parametri koji se ispituju u vodi
koja se prodaje u bocama ili spremnicima (Tablica 4.), pri ¢emu se P. aeruginosa ne smije se

dokazati u volumenu od 250 mL uzorka (19).

Tablica 4. Mikrobioloski kriteriji za vodu koja se prodaju u bocama ili spremnicima

Parametar Vrijednost parametra
Escherichia coli 0/250 mL
Enterokoki 0/250 mL
Pseudomonas aeruginosa 0/250 mL
Broj kolonija na 22°C 100/mL
Broj kolonija na 37°C 20/mL

1.3.1.5 Republika Slovenija

U Republici Sloveniji u cilju kontrole kakvoc¢e vode za pic¢e u primjeni je Pravilnik o
pitni vodi (RS 19/04, 35/04, 26/06, 92/06, 25/09, 74/15, 51/17) koji propisuje ispitivanje P.
aeruginosa samo u ambalaziranoj vodi (Tablica 5.), pri ¢emu bakterija u 250 mL vode ne

smije biti dokazana (20).

Tablica 5. Mikrobioloski kriteriji za ambalaZiranu vodu

Parametar Mjerna jedinica
Escherichia coli 0/250 mL
Enterokoki 0/250 mL
Pseudomonas aeruginosa 0/250 mL
Ukupni broj kolonija 22 °C 100/mL
Ukupni broj kolonija 37 °C 20/mL
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1.3.1.6  Svjetska zdravstvena organizacija

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization — WHO) je 2017.
godine izdala 4. izdanje ,,Smjernica za kvalitetu vode za pic¢e s uklju¢enim prvim dijelom" u
kojima je preporucila upotrebu planova sigurnosti vode da bi se osiguravala zdravstvena
ispravnost vode za pice te smanjili utjecaji na zdravlje tijekom oneciS¢enja vode. WHO
smjernice nisu obvezatne, ali predstavljaju zbirku znanja koja zemljama diljem svijeta sluzi
kao podloga pri definiranju nacionalnih kriterija. U poglavlju s mikrobioloskim
pokazateljima opisane bakterije, virusi, protozoe i helminti koji uzrokuju bolest putem vode,
kao 1 indikatorski organizmi. Opisane su njihove karakteristike, utjecaj na zdravlje Covjeka,
izvori oneciS¢enja, nacini Sirenja bolesti, kao i znacaj koji odredeni patogen ili indikator ima s
aspekta sigurnosti vode za pic¢e. Kvantitativni mikrobiolo§ki kriteriji za ocjenu zdravstvene

ispravnosti vode za pi¢e u ovom vodic¢u nisu iskazani (8).

1.3.1.7 Americka Agencija za zastitu okolisa

U.S. EPA (engl. U.S. Environmental Protection Agency, hrv. AmeriCka Agencija za
zastitu okolisa) u Nacionalnim smjernicama za vodu (engl. NPDWRs, National Primary
Water Regulations) objavila je popis mikrobioloskih pokazatelja koje je u vodi obavezno
ispitivati: Cryptosporidium, Giardia lamblia, broj kolonija, Legionella, ukupni koliformi
(ukljucujuci fekalne koliforme i E. coli) i enteri¢ni virusi. Navedeni mikrobioloski pokazatelji
ne smiju biti dokazani u vodi, pri ¢emu se pokazatelj P. aeruginosa ne nalazi na listi

obaveznih pokazatelja.

Smjernice definiraju dvije vrste grani¢nih vrijednosti: 1) MCLG (engl. Maximum
Contaminant Level Goal) — ciljana maksimalna razina oneéis¢enja i 2) MCL (Maximum
Contaminant Level) — maksimalna razina onecis¢enja. Ispod MCLG vrijednosti pojava rizika
za zdravlje nije poznata ili se rizik ne ocekuje, tom granicom omoguena je margina
sigurnosti, a zadovoljenje ove vrijednosti nije obavezujuce, nego je na razini preporuke.
Maksimalna razina oneciS¢enja (MCL) je najviSa razina odredenog oneciS€ivaca koja je
dopustena u vodi za pi¢e. MCL granice postavljene su Sto je moguce blize MCLG granicama,
primjenom najbolje dostupne tehnologije obrade vode, a uvazavaju¢i ekonomske faktore.

MCL vrijednosti su obavezujuce, one odgovaraju MDK vrijednostima iz naseg Pravilnika

(21).
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Tablica 6. Mikrobioloski kriteriji za vodu za pice

Oneciséivad MCLG (mg/L) MCL ili TT*(mg/L)
Cryptosporidium 0 TT?
Giardia lamblia 0 TT?

Broj kolonija n/at TT?
Legionella 0 TT?
Ukupni koliformi = 0 5.0
(ukljuéujuéi fekalne koliforme i E. coli)

Virusi (enteri¢ni) 0 TT?

not applicable — hrv. ,nije primjenjivo

2TT (engl. Treatment Technique, hrv. wrsta tretmana) —postupak koji je obavezno provesti u cilju smanjenja razine

onecis¢ivacau vodi za pice

3ne smije viSe od 5% uzoraka mjese¢no biti pozitivno na ukupne koliforme. Za sustave kod kojih se mjese¢no uzme
manje od 40 uzoraka, ne smije vise od jednog uzorka biti pozitivno na ukupne koliforme. Svaki uzorak pozitivan na
ukupne koliforme morase ispitati na fekalne koliforme ili E. coli. Ako su dva uzastopna uzorka pozitivna na ukupne

koliforme, ajedan ujedno i na fekalne koliforme ili E. coli, smatra se da je u sustawu prisutno akutno MCL odstupanje

1.3.2 Bazenske vode
1.3.2.1 Republika Hrvatska

U Republici Hrvatskoj je 2012. godine na shagu stupio prvi Pravilnik o bazenskim
vodama — Pravilnik o sanitarno-tehni¢kim i higijenskim uvjetima bazenskih kupalista te o
zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda (NN 107/2012, 88/2014) sto je nedvojbeno utjecalo
na poboljSanje kvalitete bazenske vode i uvjeta na bazenskim kupalista. Ovim Pravilnikom
propisani su sanitarno-tehnicki uvjeti koje moraju ispunjavati bazenska kupalista, zdravstvena
ispravnost bazenske vode, vrsta i obim analiza uzoraka bazenske vode te analiticke metode i
vodenje evidencije rada bazenskog kupalista. U Pravilniku je definirano da je bakterija P.
aeruginosa obavezan pokazatelj zdravstvene ispravnosti bazenske vode s MDK = <1
CFU/100 mL (13). U svibnju 2020. izlazi nova verzija Pravilnika — Pravilnik o sanitarno-
tehniCkim 1 higijenskim uvjetima bazenskih kupalista te o zdravstvenoj ispravnosti bazenskih
voda (NN 59/2020), koja uvodi dvije kategorije bazena: konvencionalne (to su standardni
bazeni u kojima se priprema bazenske vode provodi dezinfekcijom s rezidualnim uc¢inkom) i
bioloske bazene (bazeni na otvorenom u kojem se priprema bazenske vode provodi prirodnim
bioloskim procesima u ekosustavu mikroorganizama, raslinja i autohtonih malih Zivotinja,
koji mogu biti potpomognuti tehni¢kim sustavima; sastoje se od dijela za kupanje i dijela za
biolosko tretiranje vode, a povrSina vode izmedu njih mora biti neprekinuta). Dok u

konvencionalnim bazenima MDK za P. aeruginosa iznosi 0 CFU/100 mL, za bioloSke
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bazene je 10 CFU/100 mL, a ispitivanje se provodi kada voda iz bazena prolazi kroz filtar
(Tablica7.) (22).

Tablica 7. Kriteriji za mikrobioloske pokazatelje za bazensku vodu u konvencionalnim i bioloskim
bazenima

POKAZATELJ MJERNA JEDINICA MDK

Konvencionalni bazeni

Pseudomonas aeruginosa CFU/100 mL 0
Escherichia coli CFU/100 mL 0
Legionella spp! CFU/100 mL 0
Staphylococcus aureus? CFU/100 mL 100
Broj kolonija pri (36£2)°C/(44+4) h CFU/mL 200

Bioloski bazeni

Pseudomonas aeruginosa3 CFU/100 mL 10
Escherichia coli CFU/100 mL 100
Legionella spp.4 CFU/100 mL 10
Staphylococcus aureus® CFU/100 mL 100
Broj kolonija pri (36+£2)°C/(44+4) h CFU/mL 500
Enterokoki CFU/100 mL 50

IPokazatelj se provjerava jednom godi$nje u bazenima s mije$anjem vode i/ili u bazenima kod kojih se moze
stvarati aerosol, ako je temperatura vode u bazenu > 23 °C. Kod bazena kojirade sezonski pokazatelj se provjerava
na pocetku sezone kupanja

2Dva puta godi$nje, u bazenima s morskom vodom
3Ispitivanje se provodi kada voda iz bazena prolazi kroz filtar
“4Prije poCetkarada bazena

50dreduje se jednom mjeseéno

1.3.2.2 Republika Srbija

U Republici Srbiji je na snazi "Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda"
("SI. glasnik RS", br. 30/2017 i 97/2017). Ovim se pravilnikom propisuju uvjeti o
zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda. (¢l.1.). U prilogu I. — Parametri zdravstvene

ispravnosti bazenske vode, Pseudomonas aeruginosa je obavezan parametar ispitivanja
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zdravstvene bazenskih voda s MDK <1 CFU/100 mL iznosi (23). Vrijednosti iz Pravilnika

prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Mikrobioloski kriteriji zdravstvene ispravnosti bazenske vode

Ukupne koliformne bakterije CFU/100 mL <10
Escherichia coli CFU/100 mL <1
Legionella pneumophilal CFU/100 mL <1
Pseudomonas aeruginosa CFU/100 mL <1
Staphylococcus aureus CFU/100 mL <100

Uspituje se u bazenima u kojima rasprsiva¢ vode moZe stvoriti aerosol, ako je temperatura vode u
bazenu > 30 °C, najmanje dva puta godiSnje za zatvorene bazene ili prije pocetka sezone za

otvorene bazene

1.3.2.3 Republika Crna Gora

U Republici Crnoj Gori kakvoca bazenske vode regulirana je Pravilnikom o sanitarno-

tehnickim 1 higijenskim uslovima, kao i1 uslovima za zdravstvenu ispravnost vode za

rekreativne potrebe i druge vode od javnozdravstvenog interesa ("Sluzbeni list CG", broj

12/18). Ovim pravilnikom propisuju se sanitarno-tehnic¢ki i higijenski uvjeti koje moraju

ispunjavati sportska 1 rekreativna bazenska kupaliSta kao 1 bazenska kupaliSta od

javnozdravstvenog interesa, radi zastite zdravlja stanovnistva i sprjeCavanja pojave zaraznih

bolesti. Prema kriteriju navedenom u Prilogu 2 navedenog Pravilnika, P. aeruginosa ne smije

biti prisutna u 100 mL analizirane bazenske vode. U Tablici 9. navedeni su mikrobioloski

kriteriji za ocjenu zdravstvene ispravnosti bazenske vode (24).

Tablica 9. Mikrobioloski kriteriji zdravstvene ispravnosti bazenske vode

Vrijednost

Pokazatelj Jedinica Min. Max.
Pseudomonas aeruginosa CFU/100 mL - <1
Ukupne koliformne bakterije CFU/100 mL - <10
Escherichia coli CFU/100 mL - <1
Legionella pneumophilal CFU/100 mL - <1
Staphylococcus aureus CFU/100 mL - 100
Ukupan br. aer. bakterija pri 37°C/48 h CFU/mL - 200
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1U bazenima s vrtloZenjem vode i/ili u bazenima kod kojih se moZe stvarati aerosol, ako je temperatura vode u
bazenu >25 °C

1.3.2.4 Republika Bosna i Hercegovina

U Republici Bosni i Hercegovini je od 2018. godine na snazi "Pravilnik o sanitarno-
tehnickim 1 higijenskim uslovima bazenskih kupaliSta i zdravstvenoj ispravnosti bazenskih
voda". U Prilogu I., ¢lanka 33., prikazana je tablica - "Uslovi za bazensku vodu" gdje je P.

aeruginosa obavezan parametar ispitivanja ¢ija MDK iznosi <1 CFU/100 mL (25).

Tablica 10. Mikrobiolo$ki kriteriji zdravstvene ispravnosti bazenske vode

Vrijednost

Pokazatelj Jedinica Min. Max.
Pseudomonas aeruginosa CFU/100 mL - <1
Escherichia coli CFU/100 mL - <1
Legionella pneumophilal CFU/100 mL - <1
Staphylococcus aureus? CFU/100 mL - 100
Ukupne koliformne bakterije CFU/100 mL - <10
Ukupan br. aer. bakterija pri 37°C/48 h CFU/mL - <2003

1U bazenima sa mije$anjem vode i/ili u bazenima kod kojih se moze stvarati acrosol, ako je temperatura vode
u bazenu >23 °C.

2U bazenima sa morskom vodom.

38U slu¢aju prekoracenja vrijednosti, bazenska voda se moZe ocijeniti zdravstveno ispravnom, uzimajuéi u

obzir
prekoracenje vrijednosti analiziranog parametra1i rizik po zdravlje korisnika

1.3.2.5 Republika Slovenija

U Republici Sloveniji kvaliteta bazenske vode regulirana je Pravilnikom o minimalnih
higienskih zahtevah, ki jih morajo izpolnjevati kopalis¢a in kopalna voda v bazenih (Uradni
list RS, §t. 59/15, 86/15 — popr. in 52/18). Za konvencionalne bazene MDK =0 CFU/100 mL,
a za bioloske bazene iznosi 10 CFU/100 mL (26).

17



Tablica 11. Kriteriji za mikrobioloS8ke pokazatelje za bazensku vodu u konvencionalnim i bioloskim

bazenima
Pokazatelj Mjerna jedinica MDK
Konvencionalni bazeni
Pseudomonas aeruginosa CFU/100 mL 0
Escherichia coli CFU/100 mL 0
Legionella spp?! CFU/100 mL 0
Staphylococcus aureus? CFU/1 mL 0
Broj kolonija pri (36+£2)°C/(44+4) h CFU/mL 100

Bioloski bazeni

Pseudomonas aeruginosa3 CFU/100 mL 10
Escherichia coli CFU/100 mL 100
Legionella spp.4 CFU/100 mL 10
Staphylococcus aureus® CFU/1 mL 10
Enterokoki CFU/100 mL 50
Salmonella® CFU/1000 mL 0

Broj kolonija pri (36+£2)°C/(44+4) h CFU/mL 500

IPokazatelj se provjerava dva puta godi$nje u bazenima kod je temperatura vode >23 °C i u kojima se moZe stvarati
aerosol

2Dva puta godi$nje, u bazenima s morskom vodom
3Ispitivanje se provodi kada voda iz bazena prolazi kroz filtar
“4Prije poCetkarada bazena

50dreduje se jednom mjeseéno

6Kada su prisutne vodene ptice

1.3.2.6  Svjetska zdravstvena organizacija

Smjernice o zdravstveno ispravnoj bazenskoj vodi i sigurnom bazenskom okoli$a od
strane (WHO, 2006.) pruzaju pregled i procjenu zdravstvenih rizika povezanih s ovim tipom
rekreacijskih voda. Dan je opis monitoringa kao i aktivnosti koje utjeCu na rezultate, poput
edukacije korisnika, pravilnog dizajna i izvedbe bazena, adekvatnih postupaka i uspjeSnog

upravljanja bazenima. U Smjernicama su navedene specificne preporucene vrijednosti te su

18




opisani primjeri dobre prakse. Takoder, opisane su razli¢ite vrste rizika, od utapanja i ozljeda,

kakvoc¢e vode do oneciS¢enja bazenskog prostora i zraka (12).

Tablica 12. Preporucena rutinska frekvencija uzorkovanja i preporuke za rutinsko uzorkovanje
tijekom uobicajenog rada

. . Termotolerantni

. Ukupni broj . . Pseudomonas .

. . Legionella spp.
Tip bazena kolonija kolgf%g;?' ! aeruginosa g PP
Dezinficirani ) .

S . Tjedno Po potrehi® Kvartalno
bazeni, jawni, | Tjedno (<200/mL) (<1/100mL) (<1/100mL) (<1/100mL)
intenzivno koriSteni
Dezinficirani Mjeseéno Mjeseéno Po potrebi Kvartalno
bazeni, polu-jawni (<200/mL) (<1/100mL) (<1/100mL) (<1/100mL)
Prirodni spa i Tjedno Tjedno Mjeseéno

p (<1/100mL) (<10/100 mL) (<1/100mL)
. . Tjedno Tjedno Mjesecno
HidromasaZne kade - (<1/100mL) (<1/100 mL) (<1/100 mL)

1Uzorci se uzimaju za vrijeme najveceg opterecenja

Frekvencija uzorkovanja povecava se ukoliko promatrani pokazatelji (npr. mutnoé¢a, pH, koncentracija rezidualnog klora)
nisu u ciljanom rasponu

Broj uzoraka odreduje se temeljem velicine i kompleksnosti bazena, tocke uzorkovanja trebaju biti reprezentativne za
ukupnu kakvoc¢u vode kao iza problemati¢ne dijelove

2Qperativne preporuke prikazane su u zagradi

3 npr. kod pojave zdravstvenih smetnji povezanih s bazenom

1.3.2.7 Americki nacionalni zavod za standardizaciju

ANSI/APSP-11 2019 — Americki nacionalni standard kvalitete bazenske i spa vode
proizaSao je zbog opcenitog nedostatka Cistoce u javnim bazenima u desetlje¢ima koji su
prethodili prvoj verziji standarda iz 2009. godine. Cilj ovog standarda bio je preporuciti
minimalne smjernice za pojedine pokazatelje kvalitete vode. Bio je to prvi nacionalni
standard primarno fokusiran na kvalitetu vode bazena i spa, a koji se temeljio na podacima o
kvaliteti. 1zdan je od strane ANSI — Americkog nacionalnog zavoda za standardizaciju (engl.
American National Standards Institute) u suradnji s APSP — Asocijacija bazena i spa
profesionalaca (engl. Association of Pool and Spa Professionals). Postavljene su preporucene
koli¢ine za dva glavna dezinficijensa bazenske vode: klora (2-4 ppm za javne bazene i 2-5
ppm za spa) i broma (3-4 ppm za javne bazene i 4-6 ppm za spa), te optimalna pH vrijednost
vode (7,2 — 7,8). Smatra se da ¢e odrZzavanje navedenih preporucenih uvjeta u bazenskoj vodi
osigurati mikrobioloSku ispravnost vode, dok se rutinsko ispitivanje mikrobioloskih
pokazatelja u vodi ne zahtjeva, StoviSe smatra ga suviSnim. S javno-zdravstvenog aspekta

smatra se da je uCestalo mjerenje koncentracije dezinfekcijskog sredstva 1 pH vrijednosti
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puno efikasni nacin kontrole kvalitete vode. Za rutinsko ispitivanje mikrobioloskih
pokazatelja navodi se vise nedostataka: najceSce traje oko 48 h, te se dobivena informacija
odnosi na razdoblje koje je ve¢ proslo i Cesto vise nije aktualna; takoder, pojedinacni rezultat,
ako uzorak nije ispravno uzet ili ispitan, moze dati pogresnu sliku stanja (lazno pozitivni ili
lazno negativno rezultat); ¢ak i u slucaju ispravno uzetog i analiziranog uzorka, rezultat moze
biti zbunjuju¢i. Dakle, za ispravnu procjenu kvalitete bazenske vode potrebno je uzeti veliki

broj uzoraka tijekom duzeg vremenskog razdoblja, a pojedinacni rezultat moze dovesti u
zabludu (27).
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2 CIU RADA

Cilj navedenog rada bio je ispitati prisutstvo i broj mikrobioloSkog pokazatelja P.
aeruginosa u vodi za pi¢e i bazenskoj vodi u Primorsko-goranskoj Zupaniji tijekom
petogodiSnjeg razdoblja (2016.-2020.). Takoder, dodatni cilj bio je prikaz i usporedba
nacionalnih zakonskih propisa sa susjednim zemljama i S$ire, vezano za primjenu P.

aeruginosa kao obaveznog rutinskog pokazatelja kakvoce vode za pice i bazenskih voda.
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3 MATERUALI I METODE

3.1 Podrudje i razdoblje ispitivanja

Istrazivanjem je obuhvaceno i analizirano sveukupno 9230 uzoraka. Ispitano je 4171
uzoraka vode za pice te 5059 bazenske vode iz 260 bazena, na podrucju Primorsko-goranske
zupanije. Svi uzorci su sakupljeni i obradeni u razdoblju od 2016. do 2020. godine.
Uzorkovanje su proveli djelatnici Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske
zupanije. Uzorci su ispitani na Zdravstveno-ekoloskom odjelu Nastavnog zavoda za javno
zdravstvo Primorsko-goranske Zzupanije (Odsjek za kontrolu voda, voda u prirodi, otpadnih

voda, otpada, ekotoksikologiju i mikrobiologiju).

[zuzev mikrobioloskog pokazatelja P. aeruginosa, u uzorcima vode za pice i bazenskim
uzorcima ispitivali su se i drugi mikrobioloski parametri kao §to su E. coli, S. aureus, L.
pneumophila, koliformne bakterije, UBB/37°C i UBB/22°C (ukupni broj kolonija na
temperaturi inkubacije 22 °C 137 °C).

Uz mikrobioloske, ispitivali su se i fizikalno-kemijski pokazatelji vode: temperatura
vode, mutno¢a, boja, elektrovodljivost, koncentracija rezidualnog klora, pH, utrosak

kalijevog permanganata (KMnQO,), trihalometani, amonijak, kloridi i nitrati.

3.2 Prikupljanje i analiza uzoraka

Uzorke vode koje smo uzimali za fizikalno-kemijsku analizu punili smo u kemijski
Ciste, staklene ili plasticne boce, a za mikrobiolosku analizu u kemijski Ciste i1 sterilne
staklene boce. Ambalazu namijenjenu za fizikalno-kemijsku analizu punimo do vrha, kako bi
sprijeCili zadrzavanja zraka. Time je ograniCeno mijeSanje uzorka s plinovitom fazom i
mijeSanje prilikom transporta. Prikupljeni uzorci prevozili su se do laboratorija zupanijskog
zavoda za javno zdravstvo u kojem se provodila detaljna analiza uzetih uzoraka i ocjenila
zdravstvena ispravnost ispitanih uzoraka vode (28). Ukoliko nije moguce odmah provesti
analizu, uzorak vode se pohranjuje na +4°C, a analizu je najce$c¢e potrebno provesti u roku od
12-24 h (29).

Prilikom uzorkovanja vode iz slavine, potrebno je ukloniti reSetku sa slavine te pustiti
vodu da te€e odredeno vrijeme prije uzorkovanja. Kako bi sprijecili kontaminaciju uzorka,

potrebno je svaku bocu ili ambalazu isprati tri puta s vodom, tj. uzorkom. Zatim uzorke
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ozna¢imo te zabiljezimo podatke 0 uvjetima, mjestu i vremenu uzimanja uzoraka, datum,

volumen, te imena djelatnika koji su proveli uzorkovanje.

Uzorkovanje bazenske vode provodi se jednom mjesecno u unutrasnjim bazenima, a
dva puta mjesecno u vanjskim bazenima. Uzorke treba uzeti kada je bazen jako napunjen
vodom. Ovisno o veli¢ini bazena, preporuca se uzimati uzorke na razli¢itim mjestima kako bi
uzorak bio reprezentativan. To¢ka uzorkovanja treba biti udaljena najmanje 30 cm od ruba
bazena te oko 30 cm ispod povrSine vode. Za vrijeme uzorkovanja, ambalazu treba drzati
jednom rukom i drugom otvarati ¢ep, pri ¢emu ga je pozeljno drzati u drugoj ruci, okrenutog
prema dolje, kako bi izbjegli neZeljenu kontaminaciju uzorka. Ambalazu punimo 2 cm ispod

vrha kako bi se uzorak prije ispitivanja mogao homogenizirati (14).

3.3 Metode
3.3.1 Mikrobioloski pokazatelji

3.3.1.1 Metoda membranske filtracije za utvrdivanje Pseudomonas aeruginosa

U svrhu dokazivanja i odredivanja broja bakterije P. aeruginosa, u uzorcima bazenske
vode 1 vode za pice, koriStena je metoda membranske filtracije u skladu sa normom HRN EN
ISO 16266:2008. Ova se norma primjenjuje u uzorcima ambalazirane vode (250 mL)
tehnikom membranske filtracije ali je takoder primjenjiva i za ostale tipove voda kao §to su

bazenske (100 mL) ili vode za ljudsku potrosnju (100 mL) (30).

Tehnika membranske filtracije prakticna je metoda za mikrobiolosku analizu vode
zbog jednostavnosti, ponovljivosti i ekonomi¢nosti te nam kao takva omogucuje
kvantitativno odredivanje mikroorganizama. Nedostatak metode je zacepljenje filtarskih pora

pri ispitivanju uzoraka povisene mutnoc¢e (31).

Prije samog pocetka membranske filtracije, svu potrebnu aparaturu potrebno je
dezinficirati (Slika 1.). Na taj nain provodimo sterilizaciju opreme kojom se potpuno
uni$tavaju ili odstranjuju svi mikroorganizmi kao i njihove spore s materijala, predmeta i

instrumenata te ih nije moguce dokazati na standardnim medijima za kultiviranje (31).
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Slika 1. Postupak provodenja sterilizacije aparature pomo¢éu plamena

U sljede¢em koraku potrebno je profiltrirati 100 mL uzorka preko sterilnog filtra s
promjerom pora od 0,45 pum, koji zadrzava bakterije na povrsini te im onemogucava prolazak

obzirom da su filterske pore manjeg promjera od promjera bakterijske stanice (Slike 2.-4.).

Slika 2. Prikaz sterilnog filtera
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Slika 4. Filtriranje 100 mL uzorka preko sterilnog filtera

Nakon filtracije, slijedi kultivacija na CN-agar i zatim inkubacija na (36+2)°C kroz
(44+4)h nakon koje se broje kolonije koje proizvode plavozeleni pigment-piocijanin, koji
sluzi kao karakteristican dokaz za P. aeruginosa. Zbog mogucnosti prerasta bakterija,
potrebno je provesti o¢itanje podloge nakon (22+2)h. (Slika 5.)
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Slika5. Kultivacija na CN agaru

Potom slijedi ispitivanje filtra pod UV svijetlom (360420 nm). To je potrebno u¢initi u
Sto krac¢em roku jer UV svijetlo moZe imati Stetno djelovati na bakterije te im onemoguciti
daljnji porast na potvrdnim testovima. Sve kolonije koje fluoresciraju a ne produciraju
piocijanin (plavo-zeleni pigment), kao i crvenkasto-smede kolonije, treba s CN-agara
presaditi na Nutrient agar i provesti inkubaciju na (364+2)°C u vremenskom periodu od
(2242)h.
Crvenkasto-smede kolonije koje ne fluoresciraju, takoder treba brojati kao sumnjive na
Pseudomonas aeruginosa te je potrebno potvrditi njihov identitet pomocu:
1. oksidaza testa
2. produkcije amonijaka upotrebom acetamide brotha
3. pojave fluorescencije na King's B mediju
Za oksidaza test potrebno je pripremiti oksidaza papirié, navlaziti ga sterilnom destiliranom
vodom i razmazati sumnjivu koloniju s Nutrient agara na povrsinu papiri¢a pomoce sterilne
eze. Ukoliko je oksidaza test pozitivan, dolazi do pojave tamnoplave do ljubicaste boje unutar
10 sekundi.

Kolonije koje fluoresciraju, a ne produciraju piocijanin, treba brojati kao sumnjive na
P. aeruginosa te napraviti test produkcije amonijaka upotrebom acetamide brotha. U tom

¢emo slucaju porasle kolonije s Nutrient agara presaditi u epruvete sa prethodno dodanim
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acetamide brothom te ih inkubirati na (36+2)°C kroz (22+2)h. Nakon inkubacije dodajemo 1-
2 kapi Nesslerovog reagensa, pri ¢emu dolazi do pojave amonijaka u epruvetama te zutog do
ciglasto-crvenog obojenja koje nam sluzi kao potvrdna reakcija za P. aeruginosa. (Slike 6. i
7)

Slika 7. Produkcijaamonijaka upotrebom acetamide brotha

Za potvrdni test fluorescencije na King's B mediju, potrebno je kultivirati oksidaza
pozitivne crvenkasto-smede kolonije s Nutrient agara na King's B medij i provesti inkubaciju

u roku od 5 dana (24 h su najcesce dovoljna) na (36+£2)°C. King's B medij zatim stavljamo
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pod UV svijetlo i pratimo hoce 1i do¢i do pojave fluorescencije. Ukoliko se pojavi unutar 5

dana, identitet P. aeruginosa je potvrden (30). (Slike 8.19.)

Slika8. King's B medij (gore) i oksidaza pozitivne crvenkasto-smede kolonije s Nutrient agara (dolje)

Slika9. Pojava fluorescencije na King's B mediju pod UV svijetlom
3.3.1.2 Metode za ostale mikrobioloske pokazatelje
Detekcija i odredivanje E. coli i ukupnih koliformnih bakterija provedena je u skladu
sa normom HRN EN ISO 9308-1:2014. Detekcija S. aureus odredena je prema Standard

methods 23 st. Ed. 2017. 9213 B , dok je odredivanje broja bakterija L. pneumophila
provedeno u skladu s normom HRN EN ISO 11731:2017
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Prilikom odredivanja ukupnog broja kolonija na temperaturi inkubacije 22 i 37 °C
(UBB/37°C i UBB/22°C), nacjepljivanjem na hranjivi agar, koriStena je metoda HR EN 1SO
6222:2000 (32).

3.3.2 Fizikalno-kemijski pokazatelji

Mjerenje i odredivanje temperature provedeno je postupkom opisanim u metodi SM
23rd Ed. 2017., 2550 B. U skladu s normom HRN EN ISO 7027-1:2016 odredivala se
mutno¢a u uzorcima vode, dok se boja vode odredivala prema normi HRN EN ISO
7887:2012. HR EN ISO 27888:2008 norma koriStena je za mjerenje elektrovodljivosti.
Postupak rada s pH-metrom primjenjivan je u skladu s normom HRN ISO 10523:2012.
Utrosak KMnO4 odredivan je u skladu s normom HRN EN ISO 8467:2001. Amonijak je
odredivan spektrometrijskom metodom prema normi HRN EN ISO 7150-1:1998, nitrati SM
22nd Ed. 2012:4500-NO3; metodom, a kloridi potenciometrijski pomo¢u HRN ISO 9297:1998
norme. Prema normi HRN EN ISO 7393-2:2001 odredivana je koncentracija rezidualnog
klora dok je koncentracija trihalometana (THM) odredivana pomo¢u HRN EN ISO
10301:2002 norme (33).

3.4 Statisticka obrada podataka

U radu su prikazani i opisani petogodiSnji rezultati ispitivanja prisutnosti i broja P.
aeruginosa u vodi za pice i bazenskoj vodi. Rezultati su opisani deskriptivnom statistikom
pomoc¢u srednje vrijednosti i medijana, koje ubrajamo u mjere centralne tendencije, te
graficki i tabelarno pomo¢ deskriptivne statistike (33).

Za odredivanje korelacije medu pracenim pokazateljima primjenjivan je Spearmanov
koeficijent korelacije. Korelacijska analiza je definirana kao statisti¢ki postupak koji nam
sluzi za izraCunavanje stupnja povezanosti izmedu dviju varijabli, odnosno ispitivanih pojava.
Vrijednosti korelacije iskazujemo pomocu koeficijenta korelacije, ¢ija uporaba ovisi o vrsti
podataka, dok se zna¢ajnost koeficijenta iskazuje pomocu p vrijednosti. NajceS¢e koristeni su
Pearsonov i Spearmanov koeficijent korelacije te nam kao takvi pokazuju u kojoj su mjeri
promjene vrijednosti jedne varijable povezane sa promjenama vrijednosti druge varijable.
Spearmanov koeficijent korelacije (rs) ili korelaciju ranga koristimo kada jedna skupina
podataka slijedi ordinalnu ljestvicu ili zna¢ajno odstupa od normalne raspodjele podataka,
odnosno Gaussove krivulje. Takoder se moze racunati i pri manjem broju uzoraka (N < 35).
Pozitivan i negativan korelacijski predznak ukazuje nam na smjer povezanosti izmedu
trazenih varijabli. Korelacija je pozitivna kada vrijednost koeficijenta korelacije iznosi

vrijednost od 0 do 1 1 time oznaCava sukladan rast izmedu obje skupine varijabli. Negativna
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korelacija ima raspon vrijednosti od 0 do -1. To znaci da porast vrijednosti jedne varijable
prati pad vrijednosti druge varijable. Kada koeficijent korelacije iznosi 0, tada ne postoji
linearna povezanost medu varijablama, $to ukazuje na to da poznavanjem vrijednosti jedne

varijable ne mozemo nisSta saznati o vrijednostima druge varijable (33).
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4 REZULTATI
4.1 Voda za ljudsku potrosnju

U petogodiSnjem razdoblju (2016.-2020.), analiziran je 4171 uzorak vode za pi¢e na

podrucju Primorsko-goranske Zupanije.

Na Slici 10. prikazan je udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u ukupnom broju
ispitanih uzoraka vode za pice iz sustave javne vodoopskrbe te udio pozitivnih uzoraka prema
vrsti mjesta uzorkovanja. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka vode za pice, kod 162 uzorka
(3,9%) utvrdeno je prisustvo P. aeruginosa, dok se kod preostalih 4009 uzoraka (96,1%) P.
aeruginosa nije dokazao. Od ukupno 162 pozitivna uzorka, njih 156 (96,3%) zabiljeZeno je
kod tehni¢kog prijema objekata a preostalih 6 (3,7%) kod ispitivanja vode pri izgradnji novih
cjevovoda. Za potrebe tehnickog pregleda gradevine, koji sluzi u svrhu izdavanja uporabne
dozvole, provodi se mikrobioloSka i fizikalno-kemijska analiza uzoraka vode za ljudsku

potrosnju uzetih iz razli¢itih objekata (34).

Tehnicki prijem
objekata
(96,3%)

Novi cjevododi
(3,7%)

Slika 10. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u ukupnom broju ispitanih uzoraka vode za ljudsku potro$njuiz
sustave javne vodoopskrbe te razdioba broja pozitivnih uzoraka prema wrsti mjesta uzorkovanja

Slika 11. prikazuje godis$nju distribuciju (2016.-2020.) ispitanih uzoraka vode za pice.

Najveci broj uzoraka ispitan je na prisustvo P. aeruginosa u 2016. godini (1094) dok je kod
uzoraka iz 2018. utvrden najveéi udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka (6,6%).
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Slika 11. Ukupni broj ispitanih uzoraka vode za ljudsku potro$nju iz sustave javne vodoopskrbe po godini s
crveno ozna¢enim udjelom P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka

Ukupan broj ispitanih uzoraka s udjelom P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka vode za
ljudsku potro$nju iz sustave javne vodoopskrbe prikazan je po mjesecima (sijecanj-prosinac).
Na Slici 12. vidljivo da je najveéi broj ispitanih uzoraka bio u travnju (653), svibnju (582) i
lipnju (795), dok je najveéi udio pozitivnih uzoraka zabiljezen u kolovozu (15,4%), rujnu

(10,7%) i listopadu (10,6%).

795 (2,6%)

700 653 (0,9%)
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391 (5,6%)

254 (15,4%)

217 (10,6%) &>/ (3:5%)
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Slika 12. Ukupni broj ispitanih uzoraka vode za ljudsku potro$nju iz sustave javne vodoopskrbe po mjesecimas
crveno ozna¢enim udjelom P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka

Opterecenje uzoraka P. aeruginosa moze se podijeliti u 4 kategorije: nisko, srednje,
visoko i vrlo visoko. U slucaju kada je koncentracija P. aeruginosa <10 CFU/100 mL, smatra

se da su uzorci niskog optere¢enja vode i u tim je situacijama potrebno napraviti procjenu
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rizika prilikom upotrebe takve vode. Rezultati ¢ije su vrijednosti >10 CFU/100 mL (srednje
opterecenje), 100-1000 CFU/100 mL (visoko opterecenje) i >1000 CFU/100 mL (vrlo visoko

opterecenje) nisu zadovoljavajuéi te je potrebno provesti daljnje uzorkovanje (36).

U uzorcima vode za pice ispitanim u razdoblju istrazivanja, najmanji udio pozitivnih
uzoraka pripadao je kategoriji vrlo visokog (3,1%) i visokog opterecenja (5,6%). Kategoriji
srednjeg opterecenja pripadalo je 26,5%, dok je u kategoriji niskog opterec¢enja pripadao
najveci udio pozitivnih uzoraka (64,8%). Na slici 13. prikazan je udio P. aeruginosa-

pozitivnih uzoraka u odredenoj kategoriji opterec¢enja u uzorcima vode za ljudsku potro$nju.

21000 CFU/100 mL

. S 3,1
rlo visoko opterecenje

)0 - 1000 CFU/100 mL

) .. 5,6
visoko opterecenje

10 - 100 CFU/100 mL

. L 26,5
srednje opterecenje

<10 CFU/100 mL

. .. 64,8
nisko opterecenje

] 10 20 30 40 50 60 7(

% uzoraka u odredenoj kategoriji opterecenja

Slika 13. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u odredenoj kategoriji optereCenja u uzorcima vode za ljudsku
potro$nju

Na Slici 14. vidljivo je da je kod novih cjevovoda koncentracija P. aeruginosa bila
veca (medijan 9 CFU/100 mL) u odnosu na uzorke uzete u objektima pri tehnickom pregledu
(4 CFU/100 mL)

Novi cjevovodi -
mreZa

Tehnicki prijem
objekta

0 2 4 6 8 10
Medijan koncentracije P. geruginosa (CFU/100 mL) prema vrsti mjesta uzorkovanja

Slika 14. Medijan koncentracije P. aeruginosa prema vrsti mjesta za uzorkovanje
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Od ukupnog broja P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka samo je kod 13,6% (22/162)
utvrdeno prisustvo koliforma a kod 1,2% (2/162) prisustvo E. coli.

4.1.1 Korelacijska analiza

Tablicom 13. prikazan je Spearmanov korelacijski koeficijent izmedu mikrobioloskih i
fizikalno-kemijskih pokazatelja vode za piée na podruéju PGZ u petogodisnjem razdoblju.
Korelacijska analiza provedena je na 4171 uzorku. Ukoliko je p vrijednost <0.05, smatra se da
je korelacija znacCajna. Statisticki znacCajna korelacija (p<0.05) oznacena je podebljanim
slovima. Na temelju tabli¢nih rezultata, vidljiva je dobra pozitivna korelacija izmedu P.
aeruginosa i svih mikrobioloskih parametara dok kod fizikalno-kemijskih parametara nije
doslo do znacajne korelacije s mutno¢om (p=0,568) i amonijakom (p=0,603). Najjaca
pozitivna korelacija vidljiva je izmedu P. aeruginosa i UBB/37°C (rs=0,21), UBB/22°C
(rs=0,20), koliformnih bakterija (rs=0,16) i temperature vode (rs=0,15). Najjaca negativna
korelacija (vrlo slaba) dobivena je izmedu P. aeruginosa i slobodnog rezidualnog klora
(rs=0,07) te nitrata (rs=0,06).
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Tablica 13. Spearmanov korelacijski koeficijent izmedu ispitanih pokazatelja

Broj uzoraka | Spearman R p-vrijednost
PA (CFU/100 mL) & Tvode( °C) 4139 0,151923 0,000
PA (CFU/100 mL) & Mutnoc¢a (NTU) 3795 0,008849 0,586
PA (CFU/100 mL) & pH 3793 0,045682 0,005
PA (CFU/100 mL) & EV (uS/cm/20 °C) 3793 0,038221 0,019
PA (CFU/100 mL) & KMnO4 (O2 mg/L) 3793 0,032991 0,042
PA (CFU/100 mL) & Kloridi (mg/L) 3793 0,041905 0,010
PA (CFU/100 mL) & Nitrati (mg/L) 3792 -0,061362 0,000
PA (CFU/100 mL) & Amonijak (mg/L) 1840 -0,012137 0,603
PA (CFU/100 mL) & SRK (mg/L) 4143 -0,067769 0,000
PA (CFU/100 mL) & UBB/37 (CFU/mL) 4171 0,208441 0,000
PA (CFU/100 mL) & UBB/22 (CFU/mL) 4171 0,202664 0,000
PA (CFU/100 mL) & KB (CFU/100 mL) 4171 0,159678 0,000
PA (CFU/100 mL) & EC (CFU/100 mL) 4171 0,043778 0,005
PA (CFU/100 mL) & ENT (CFU/100 mL) 4171 0,162998 0,000

PA - P. aeruginosa

Tyoge — temperaturavode

EV - elektroprovodljivost

SRK - slobodni rezidualni klor

UBB/37 — ukupni broj bakterijapri 37 °C

4.2 Bazenskavoda

UBB/22 — ukupni broj bakterijapri 22 °C
KB — koliformne bakterije

EC - E. coli

ENT — enterokoki

U petogodisnjem razdoblju (2016.-2020.) na pokazatelj P. aeruginosa analizirano je

5059 uzoraka bazenske vode na podru¢ju Primorsko-goranske zupanije.

Slika 15. prikazuje udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka bazenske vode kao i razdiobu

broja pozitivnih uzoraka prema namjeni bazena. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka

bazenske vode, 233 uzorka bila su P. aeruginosa-pozitivna (4,6%) dok u preostalih 4826

(95,4%) nije utvrdeno prisustvo P. aeruginosa. Od ukupnog broja pozitivnih uzoraka, 91 P.

aeruginosa-pozitivni uzorak (41,6%) uzet je u rekreacijskim bazenima, zatim slijede
jacuzzi/hidromasazni s 88 (37,8%), djecji s 24 (10,3%), rehabilitacijski s 5 (2,1%) te sportski

s 4 (1,7%) uzoraka u kojima je utvrdeno prosustvo P. aeruginosa.
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Slika 15. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u ukupnom broju ispitanih uzoraka bazenske vode te razdioba
broja pozitivnih uzoraka prema odredenoj namjeni bazena

Na Slici 16. prikazan je udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema odredenoj
namjeni bazena. Najveci udio pozitivnih u odnosu na broj ispitanih uzoraka u pojedinoj vrsti
bazena, zabiljezen je U zabavnim bazenima (13,8%), zatim slijede jacuzzi/hidromasazni
(4,7%), djecji 1 rekreacijski (3,9%), rehabilitacijski (2,1%) te na posljednjem mjestu sportski,
s udjelom od 1,2%.
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Slika 16. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema odredenoj namjeni bazena

Na Slici 17. prikazan je udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema vrsti vode za
punjenje. Vidljivo je da je veéi udio pozitivnih uzoraka potvrden kod slatkih (5,6%) u odnosu

36



na slane bazene (2,7%). U slatkim bazenima koncentracija P. aeruginosa bila je vec¢a (srednja
vrijednost 276,7 CFU/100 mL; medijan 9 CFU/100 mL) u odnosu na bazene punjene
morskom vodom (srednja vrijednost 18,1 CFU/100 mL; medijan 4 CFU/100 mL).

W negativni 1 pozitivni

100
99
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96
95
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93

92

Udio negativnih/pozitivnih uzoraka (%)

91

S0
slatka slana

Slika 17. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema vrsti vode za punjenje

Slika 18. prikazuje udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema tipu bazena. Nesto

veéi udio pozitivnih uzoraka utvrden je kod otvorenih (4,9%) u odnosu na zatvorene bazene

(4,5%).

U zatvorenim bazenima koncentracija P. aeruginosa bila je veca (srednja vrijednost
269,6 CFU/100 mL; medijan 7 CFU/100 mL) u odnosu na otvorene bazene (srednja
vrijednost 172,9 CFU/100 mL; medijan 6 CFU/100 mL).
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Slika 18. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema tipu bazena

Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema vrsti dezinfekcijskog sredstva prikazan
je Slikom 19. najveci je udio pozitivnih uzoraka potvrden kod primjene vodikovog peroksida
kao dezinfekcijskog sredstva (32,4%), Sto je puno veé¢i udio u odnosu uzorke iz bazena u

kojima se kao dezinfekcijsko sredstvo primjenjivao natrijevog hipoklorita ili klor (3,8-4,8%).

M negativni 1 pozitivni

vodikov peroksid  natrijev hipoklorit klor bez podatka
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Slika 19. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka prema wrsti dezinfekcijskog sredstva

U prethodno navedenom poglavlju (4. REZULTATI 4.1. Voda za ljudsku potro$nju), opisana
je podjela kategorija prema opterecenju vode bakterijom P. aeruginosa. Udio P. aeruginosa-pozitivhih

uzoraka u odredenoj kategoriji opterecenja u uzorcima bazenske vode prikazan je na Slici 20. gdje
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najmanji udio (9,4%) P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka pripada kategoriji visoko optere¢enih uzoraka
(100-1000 CFU/100 mL), nesto visi udio od 12,0% kategoriji vrlo visokog opterecenja (>1000
CFU/100 mL), 24,0% srednjeg (10-100 CFU/100 mL) te najveci udio od 54,5% niskog (<10 CFU/100

mL) opterecenja.
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. P 12,0
vrlo visoko opterecenje

100 - 1000 CFU/100 mL

) o 9,4
visoko opterecéenje

10-100 CFU/100 mL
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% uzoraka u odredenoj kategoriji opterecenja

Slika 20. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u odredenoj kategoriji optere¢enja u uzorcima bazenske vode

Promatraju¢i godisnju distribuciju broja ispitanih uzoraka bazenske vode na P.
aeruginosa (Slika 21.), najveéi broj ispitanih uzoraka zabiljezen je u 2018. godini (1263), s

najveé¢im udjelom P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u 2019. godini (9,4%).
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Slika 21. Ukupni broj ispitanih uzoraka bazenske vode po godini (2016.-2020.) s crveno ozna¢enim udjelima P.
aeruginosa-pozitivnih uzoraka
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Slikom 22. prikazana je mjese¢na distribucija uzoraka bazenske vode (sijeCanj-
prosinac). Najveéi broj ispitanih (1036) ispitan je u srpnju, a njaveéi udio P. aeruginosa-
pozitivnih uzoraka utvrden je u listopadu (6,6%).
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Slika 22. Ukupni broj ispitanih uzoraka bazenske vode po mjesecimas crveno oznaéenim udjelima P.
aeruginosa-pozitivnih uzoraka

Najveée koncentracije P. aeruginosa odredene su u rehabilitacijskim bazenima
(medijan 20 CFU/100 mL), zatim slijede jacuzzi/hidromasazni (medijan 10 CFU/100 mL),
rekreacijski (medijan 6 CFU/100 mL), sportski (medijan 5 CFU/100 mL) (Slika 23.).
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Medijan koncentracije P. aeruginosa (CFU/100 mL) prema namjeni bazena

Slika23. Medijan koncentracije P. aeruginosa prema odredenoj namjeni bazena

Medijan koncentracije P. aeruginosa prema pojedinom tipu bazena prikazan je na
Slici 24. Veca koncentracija P. aeruginosa zabiljezena je kod zatvorenih bazena (8 CFU/100
mL) u odnosu na otvorene (5 CFU/100 mL).

40



zatvoreni

otvoreni

ostali

o

2 4 6 8 10
Medijan koncentracije P. aeruginosa (CFU/100 mL) prema tipu bazena

Slika24. Medijan koncentracije P. aeruginosa prema pojedinom tipu bazena

Medijan koncentracije P. aeruginosa prema vrsti vode za punjenje prikazan je na Slici
25. Visa koncentracija P. aeruginosa odredena je u uzorcima slatkih bazena (9 CFU/100 mL),
u odnosu na bazene punjene morskom vodom (5 CFU/100 mL).

slatki 9

slani 5

bez podatka 3
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Medijan koncentracije P. aeruginosa (CFU/100 mL) prema vrsti vode za punjenje

Slika 25. Medijan koncentracije P. aeruginosa premawrsti vode za punjenje
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Slika 26. prikazuje medijan koncentracije P. aeruginosa prema vrsti dezinfekcijskog
sredstva. Najveca je vrijednost izmjerena kod primjene vodikovog peroksida (11 CFU/100

mL), dok je kod primjene natrijevog hipoklorita i klora ta vrijednost iznosila 6 CFU/100 mL.

Najveci udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka uzet je u bazenima u kojim je kao
dezinfekcijsko sredstvo primjenjen vodikov peroksid (32,4%). Takoder, isti uzorci bili su
optereceniji bakterijom P. aeruginosa, u odnosu na bazene u kojima je primjenjen natrijev-

hipoklorit ili klor.

bez podatka 7
natrijev hipoklorit 6
klor 6
0 2 4 6 8 10 12

Medijan koncentracije P. aeruginosa (CFU/100 mL) prema vrsti dezinfekcijskog sredstva

Slika 26. Medijan koncentracije P. aeruginosa premawrsti dezinfekcijskog sredstva

4.2.1 Korelacijska analiza

Mjera povezanosti izmedu P. aeruginosa i analiziranih mikrobioloskih i fizikalno-
kemijskih pokazatelja prikazana je pomocu Spearmanov-0g korelacijskog koeficijenta u
Tablici 13. Korelacijska analiza provedena je na 4171 uzorku bazenske vode u petogodi$njem
razdoblju (2016.-2020.) na podru¢ju PGZ. Ukoliko je p vrijednost <0.05, smatra se da je

korelacija znaCajna. StatistiCki znacajna korelacija (p<0.05) oznacena je podebljanim slovima.

Temeljem rezultata, dobivena je znaCajna korelacija (p<0,05) izmedu P. aeruginosa i
svih mikrobioloskih (izuzev L. pneumophilla) i fizikalno-kemijskih. Najjac¢a pozitivna
korelacija uocena je izmedu P. aeruginosa i E. coli (rs=0,38), UBB/37°C (1s=0,29) te S.
aureus (rs=0,11). Najjaca negativna korelacija, takoder vrlo slaba, odredena je izmedu P.

aeruginosa i slobodnog rezidualnog klora (rs=-0,16)
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Tablica 14. Spearmanov korelacijski koeficijent izmedu ispitanih pokazatelja

Broj uzoraka Spearman R p-vrijednost
PA (CFU/100 mL) & Tvode( °C) 5039 0,046 0,0012
PA (CFU/100 mL) & Boja (mg/L Pt/Co skale) 4950 0,062 0,0000
PA (CFU/100 mL) & Mutnoc¢a (NTU) 4951 0,113 0,0000
PA (CFU/100 mL) & pH 4952 0,050 0,0005
PA (CFU/100 mL) & EV (uS/cm/20 °C) 4954 -0,058 0,0000
PA (CFU/100 mL) & KMnO4 (O2 mg/L) 4881 0,032 0,0259
PA (CFU/100 mL) & THM (u/L) 3507 -0,092 0,0000
PA (CFU/100 mL) & SRK (mg/L) 4965 -0,155 0,0000
PA (CFU/100 mL) & UBB/37 (cfu/mL) 5058 0,294 0,0000
PA (CFU/100 mL) & EC (CFU/100 mL) 5059 0,382 0,0000
PA (CFU/100 mL) & SA (CFU/100 mL) 1805 0,112 0,0000
PA (CFU/100 mL) & Legionella (cfu/1000 mL) 701 -0,026 0,4940
Tuoge — temperaturavode SRK — slobodni rezidualni klor,
PA - P. aeruginosa (CFU/100mL) UBB/37 — ukupni broj bakterija pri 37°C,
EV - elektroprovodljivost EC—E. coli,

THM —trihalometani SA —S. aureus

4.3 Usporedba nacionalnih zakonskih propisa sa susjednim zemljama i Sire

4.3.1 Voda za ljudsku potrosnju

U Republici Hrvatskoj, Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analize,
monitoringu i1 planovima sigurnosti vode za ljudsku potro$nju te nacinu vodenja registra
pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe, odreduju se mikrobioloski i
kemijski parametri zdravstvene ispravnosti, indikatorski parametri (mikrobioloski i kemijski)
medu koje ubrajamo i P. aeruginosa te parametri radioaktivnih tvari. 1zmjenom navedenog
Pravilnika, 2020. godine, smanjuje se broj objekata u kojima se ispituje P. aeruginosa, pri
Cemu se isti odreduje u uzorcima vode uzetim na mjestu potro$nje u objektima od
javnozdravstvenog znacaja te za potrebe tehnickih pregleda, gdje ne smije biti detektiran
(MDK =0 CFU/100 mL).

Dok se u vodi za ljudsku potros$nju P. aeruginosa definira kao indikatorski parametar,
u trenutku punjenja u boce ili drugu ambalazu koja se stavlja na trziste, predstavlja parametar

zdravstvene ispravnosti gdje takoder ne smije biti prisutan (MDK =0 CFU/100 mL).

U Republici Srbiji, prisustvo P. aeruginosa ne smije biti dokazano u procis¢enoj i

dezinficiranoj vodi, ambalaZiranoj te prirodnoj vodi otvorenih i zatvorenih izvora (MDK =0
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CFU/100 mL). Sli¢na je situacija i u Crnoj Gori, gdje se P. aeruginosa ne smije dokazati u
vodi za pi¢e (MDK = 0 CFU/100 mL) i ambalaZiranoj vodi (MDK =0 CFU/250 mL).

Za razliku od prethodno navedenih zemalja, u Sloveniji se mikrobioloski pokazatelj P.
aeruginosa u vodi za pi¢e ne ispituje, dok je u ambalaziranoj vodi obavezan pokazuatel]
kakvo¢e (MDK =0 CFU/250 mL).

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO), kao ni U.S. EPA, u svojim smjernicama ne
navode P. aeruginosa kao obavezan mikrobioloski pokazatelj prilikom odredivanja

zdravstvene ispravnosti vode.

4.3.2 Bazenska voda

Pravilnikom o sanitarno-tehnickim i higijenskim uvjetima bazenskih kupalista te o
zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda, Republika Hrvatska definira P. aeruginosa kao
obavezan parametar zdravstvene ispravnosti bazenske vode ¢ija MDK iznosi <1 CFU/100
mL. Izmjenom i nadopunom Pravilnika, uvedene su dvije kategorije bazena (konvencionalni i
bioloski) te njihove maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK). U konvencionalnim
bazenima, MDK za P. aeruginosa iznosi 0 CFU/100 mL, dok u bioloskim bazenima ta
vrijednost iznosi 10 CFU/100 mL. Republika Slovenija je definirala uvjete za prisutnost P.
aeruginosa u bazenskoj vodi na isti na¢in kao i RH, dok Republika Srbija, Crna Gora te
Bosna i Hercegovina, navode P. aeruginosa kao obavezan parametar ispitivanja zdravstvene
ispravnosti bazenskih voda koji ne smije biti prisutan u 100 mL analizirane bazenske vode
(MDK = <1 CFU/100 mL), pri ¢emu ne prave razliku izmedu bioloskih i konvencionalnih
bazena. Za konvencionalne bazene MDK iznosi 0 CFU/100 mL, a za bioloske bazene 10
CFU/100 mL.

44



5 RASPRAVA

Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka iznosio je 3,9% (162/4171) za vodu za pice i
8,5% (233/5059) za bazensku vodu. Dvostruko ve¢i udio pozitivnih uzoraka kod bazenske
vode u odnosu na vodu za pi¢e ukazuje na bolje okoliSne uvjete za prezivljavanje P.

aeruginosa u bazenskom okolisu.

Generalno, rezultati prikazuju da je P. aeruginosa prisutan u malom broju uzoraka unatoc¢
njegovoj sposobnost preZivljavanja u vlaznoj sredini i opstanku u razli¢itim okoliSnim

uvjetima (1).

5.1 Voda za pice

Uzorci vode za ljudsku potro$nju pozitivni na P. aeruginosa najve¢im dijelom uzeti su
prilikom tehni¢kog prijema objekata (96,3%), te manji dio (3,7%) pri provjeri kod izgradnje
novih cjevovoda (mreza). Tijekom provedbe ostalih programa ispitivanja kakvoce vode za
pi¢e (Zupanijskog programa ispitivanja zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potrosnju u
vodoopskrbnim sustavima na podruéju Primorsko-goranske Zzupanije, HACCP programima —
eng. Hazard Analysis Critical Control Point) u ispitanim uzorcima nije utvrdeno prisustvo P.

aeruginosa.

U posljednjih 20-ak godina, u Hrvatskoj su zabiljezena tri veca slucaja prisustva P.
aeruginosa u vodi za ljudsku potrosnju. Prvi slucaj bio je vezan uz caffe bar u Zadru gdje je
na jednom izljevnom mjestu utvrdeno prisustvo P. aeruginosa. Drugi slu¢aj odnosio se na
dje¢ji vrti¢ u Puli u kojem je P. aeruginosa detektiran u vodi za pice. Treci slucaj zabiljezen je
u izbjeglickom kampu u Slavonskom Brodu tijekom migrantskog vala. Ovi nam primjeri

ukazuju da je pojava P. aeruginosa moguc¢a u razli¢itim vodoopskrbnim sustavima.

Takoder su analizom iz 2016., koja je provedena u Istarskoj Zupaniji, uocene dvije
nesukladnosti vezane za djec¢je vrtice. Razlog je u oba slucaja bila kuéna instalacija.
Provedene mjere nadleznog tijela ukljucivale su hiperkloriranje te ispiranje sustava do
rezidualne koncentracije dezinficijensa ispod maksimalno dozvoljenih koncentracija (MDK)
kao 1 hidrantske mreze. Zamijenjeni su i dijelovi kuénog sustava za koje se smatralo da zbog
svoje dotrajalosti mogu biti potencijalni razlog rasta bakterija (36). Procjenjuje se da je vise
od 95% bakterija koje se nalaze u vodoopskrbnom sustavu vezano za stijenke cijevi, a da se

manje od 5% nalazi u vodenoj fazi, koja se u monitoringu i ispituje (37).
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Godisnja distribucija broja ispitanih uzoraka na pokazatelj P. aeruginosa pokazala je da
se broj ispitanih uzoraka tijekom promatranog razdoblja smanjio (najveéi broj zabiljeZen je
2016.). S druge strane, udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka je u porastu. Tako je
maksimalan udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka zabiljezen 2018. godine, kada je broj
ispitanih uzoraka bio najniZi, a najmanji udio pozitivnih uzoraka bio je 2016. godine, kada je

na pokazatelj P. aeruginosa ispitan najveci broj uzoraka.

Mjesec¢na distribucija broja uzoraka pokazala je da je broj ispitanih uzoraka najveci u
razdoblju od travnja do lipnja, te je najveci udio pozitivnih uzoraka zabiljezen u razdoblju od
kolovoza do listopada. Tu Cinjenicu mozemo povezati S povisenom temperaturom okolisa u
navedenom razdoblju godine, koja pogoduje razvoju bakterije P. aeruginosa, obzirom da ista

podnosi temperaturne raspone i do 42°C (1).

Korelacijskom analizom utvrdena je pozitivna korelacija izmedu P. aeruginosa i svih
ispitanih mikrobioloskih I fizikalno-kemijskih pokazatelja, osim mutnoc¢e i amonijaka. Sli¢na
je situacija zabiljezena u razdoblju od 2014.-2016. godine u distribucijskim sustavima vode za
pi¢e u Primorsko-goranskoj zupaniji. Ispitana su 2753 uzorka vode kod kojih je znacajna
korelacija utvrdena izmedu P. aeruginosa i mutnoée (rs=0,13, p<0,05). Oregon State
University proveo je istrazivanje (38) u kojem se ispitivao u¢inak zamuenosti na
ucinkovitost kloriranja i postojanost bakterija u pitkoj vodi. Odnos izmedu zamucenosti i
ucinkovitosti dezinfekcije klorom utvrden je mjerenjem smanjenja broja koliforma pri
razli¢itim vrijednostima mutno¢e 1 razli¢itim koncentracijama dodanog klora. Rezultati su
pokazali da su koliformne bakterije u vodi poviSene mutno¢e (13 NTU) smanjene za samo
20% od pocetne vrijednosti, dok u vodi niske mutnoce (1,5 NTU) koliformi nisu dokazani.
Zakljucuyjemo da povec¢ana mutno¢a onemogucava efikasnu dezinfekciju te u konacnici

dovodi do povecanja broja bakterija u vodi za pice.

Korelacija izmedu P. aeruginosa i amonijaka nije utvrdena. P. aeruginosa smatra se

bakterijom nefekalnog podrijetla dok je amonijak pokazatelj svjezeg fekalnog oneciscenja.

Najjaca pozitivna korelacija utvrdena je izmedu P. aeruginosa i UBB/37°C (rs=0,21),
UBB/22°C (rs=0,20). Sto se ti¢e povezanosti izmedu Pseudomonasa i UBB-a, sli¢nao je
utvrdeno u prethodno navedenom istrazivanju (39), gdje je u svim uzorcima pozitivnim na P.
aeruginosa dokazan i broj kolonija UBB-a. Ukupan broj bakterija (UBB) sluzi kao opéi

pokazatelj mikrobioloske cCisto¢e vode. Na hranjivu podlogu nasaduje uzorak vode te se
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Petrijeva ploc¢a inkubira na temperaturama od 22°C i 37°C. Temperatura od 22°C predstavlja
okoli$nu temperaturu pri kojoj rastu mikroorganizmi koji prirodno borave u okoliSu
(primjerice P. aeruginosa), dok pri temperaturi od 37°C, koja predstavlja prosje¢nu
temperaturu ¢ovjekovog tijela, rastu vrste bakterija koje mogu uzrokovati bolest kod ljudi
(npr. E. coli) (40).

Najjaca negativna korelacija, koja je prema vrijednosti koeficijenta korelacije vrlo
slaba, dobivena je kod P. aeruginosa i slobodnog rezidualnog klora (rs=0,07) te nitrata
(rs=0,06). P. aeruginosa je osjetljiv na djelovanje dezinfekcijskog sredstva medutim
dezinfekciju otezava afinitet ove bakterije prema stvaranju biofilma. Tako je u istrazivanju iz
2017., izmjerena najveéa koncentracija rezidualnog klora u uzorku s najveéom
koncentracijom P. aeruginosa (41). To ukazuje na sposobnost pseudomonasa prema stvaranju
biofilma, zbog ¢ega je ova vrsta otpornija na djelovanje dezinfekcijskog sredstva, a njeno

uklanjanje iz distribucijskog sustava zahtjevnije.

Afinitet P. aeruginosa prema rastu u biofilmovima posljedica je i sposobnosti ove
bakterije da diSe u okruzenjima s ograni¢enom koncentracijom kisika. Za anaerobno disanje
vazan je disimilacijski enzimski put koji katalizira redukciju nitrata (NO3") u plin dusik (Ny).
Redukcija nitrata ili nitrita daje energiju za rast P. aeruginosa u odsutnosti kisika, pri ¢emu
redukcija nitrata u nitrit putem nitrat reduktaze daje znacajno vise energije, nego redukcija

nitrita ili fermentacija arginina (42).

U SAD-u su infektolog Hardalo i mikrobiolog Edberg 1997. godine proveli istraZzivanje
0 riziku prisustva P. aeruginosa u vodi za pice. Cilj istrazivanja bio je procjeniti opravdanost
koriStenja P. aeruginosa, kao jednog od pokazatelja zdravstvene ispravnosti vode za pice.
Obzirom da je P. aeruginosa sveprisutna bakterija u okoliSu, zaklju¢uju da nije samo
neprakticno nastojati ukloniti ovu bakteriju iz hrane i vode, ve¢ moze biti i opasno za zdravlje.
Upotreba vecih koncentracija dezinfekcijskog sredstva dovesti ¢e do nastajanja vece koli¢ine
nusprodukata, ¢ije djelovanje predstavlja veéi rizik za zdravlje ljudi od potencijalnog rizika

koji se javljazbog pseudomonasa (43).
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5.2 Bazenskavoda

Bazeni su objekti napunjeni vodom koji se koriste u razliCite svrhe: rekreacija,
hidromasaza, razonoda, sportske aktivnosti i rehabilitacija. Mogu biti zatvoreni i otvoreni te

punjeni slatkom ili morskom vodom.

Od ukupno ispitanih 5059 uzoraka bazenske vode na pokazatelj P. aeruginosa,
prisustvo je dokazano u 233 uzoraka (4,6%). Najveci broj od ukupno pozitivnih uzoraka bili
su uzorci rekreacijskih bazena (N=97) te uzorci iz jacuzzija/hidromasaznih bazena (N=88).
Medutim, obzirom da su ta dva tipa bazena najCeS¢e uzorkovana (74% svih uzoraka),
promatran je broj pozitivnih uzoraka u odnosu na ukupan broj uzoraka koji je uzet kod
pojedine vrste bazena obzirom na njihovu namjenu. Najveéi udio P. aeruginosa-pozitivnih
uzoraka pri tome je zabiljezen kod zabavnih (13,8%), nakon ¢ega slijede jacuzzi/hidromasazni
(4,7%) bazeni.

Reakreacija i razonoda sve su vaznije komponente Zivotnog stila svakog pojedinca,
stoga bazeni imaju sve veci broj korisnika. Medutim, veci broj Kkorisnika dovodi i do
odredenih zdravstvenih rizika. Kupa¢i u vodu unose razli¢ite organske tvari, poput znoja,
urina te kozmetickih preparata. Visoke temperature i aeracija u hidromasaznim kadama
dovode do pojacanog znojenja i deskvamacije koZe korisnika. Osim poviSene temperature,
obi¢no iznad 32°C, karakterizira ih manji volumen vode po Kkorisniku. Na taj na¢in voda u
hidromasaznim kadama postaje medij u kojem je bakterijama dostupna veca koli¢ina

nutrijenata, Sto pogoduje rastu P. aeruginosa (14, 39).

Najveci broj ispitanih uzoraka zabiljezen je u 2018. godini (N=1263). Udio uzoraka u
kojim je dokazan P. aeruginosa u promatranom razdoblju kretao se je od 2,1% (2020. godine)
do 9,4% (2019. godine). Razlika u udjelima P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka moze se
povezati s varijacijama u broju turista koji su u pojedinoj sezoni posjetili nasu zemlju. Naime,
prema Drzavnom Zavodu za statistiku Republike Hrvatske maksimalan broj dolazaka turista u
komercijalnim smjesStajima u Primorsko-goranskoj Zzupaniji U promatranom zabiljeZen je u
sezoni 2019. (2.966.489) dok je u sezoni 2020. bio najmanji (1.323.560), za 55% manji u
odnosu na rekordnu 2019. godinu. Razlog za veliko smanjenje broja turista u sezoni 2020.

svakako su bile okolnosti Covid-19 pandemije (44).

Najveci broj ispitanih uzoraka biljezi se u srpnju (N=1036). Obzirom da je koristenje
bazena dio ljetne turisticke ponude, najveci broj ispitivanja provodi se u razdoblju od svibnja
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do rujna. Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka kretao se je od 0,0% (prosinac) do 6,6%
(listopad). Udio pozitivnih uzoraka ve¢i od 6% zabiljezen je jo§ i u srpnju. Veéi udio P.
aeruginosa-pozitivnih uzoraka potvrden je kod otvorenih (4,9%) u odnosu na zatvorene
(4,5%) bazene, kao i kod slatkih (5,6%) u odnosu na morske bazene (2,7%).

U istrazivanju provedenom 2017. godine ispitivala se zdravstvena ispravnost bazenske vode u
Republici Hrvatskoj od strane Hrvatskog Zavoda za javno Zdravstvo. Od ukupno 1.397
neispravnih uzoraka, njih 59,8% se odnosilo na otvorene, 39,5% na zatvorene, a 0,7% na
otvoreno-zatvorene bazene, $to je u skladu s rezultatima naseg istrazivanja (45). Obzirom na
¢injenicu da je voda u otvorenim bazenima pod utjecajem brojnih okolisnih ¢imbenika poput
trave, insektata, oborina, ¢estica noSenih vjetrom i sl., veéi unos organske tvari dovodi do

stvaranja vece koncentracije nusprodukata dezinfekcije (45).

Takoder, HZZJZ je usporedio rezultate ispitivanja mikrobioloskih i fizikalno-kemijskih
pokazatelja bazena punjenih morskom i slatkom vodom. U ukupnom broju uzoraka bazenskih
voda ispitanih 2017. godine (N=7743) prevladavali su slatkovodni uzorci (83,4%), dok je
preostalih 16,6% uzoraka prikupljeno u bazenima punjenim morskom vodom. Od ukupnog
broja neispravnih uzoraka, 73,7% se odnosilo na bazene sa slatkom vodom a preostalih 26,3%
na bazene punjene morskom vodom. Medutim, kada se razmatra udio zdravstveno
neispravnih uzoraka u broju uzoraka uzetih u bazenima punjenim morskom i slatkom vodom,
onda je postotak neispravnih uzoraka veé¢i u bazenima punjenima morskom vodom (28,6%) u
odnosu na bazene punjene slatkom vodom (15,7%). Pri tome je vazno za istaknuti da je
najce$¢i uzrok neispravnosti bazena bila je poviSena koncentracija trihalometana (9,9%) te

prisutnost bakterije P. aeruginosa (4,6% neispravnih uzoraka) (45).

Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka u bazenima u Hrvatskoj bio je veéi u
slatkovodnim u odnosu na bazene punjene morskom vodom (4,7% vs 4,3%), §to je u skladu s
rezultatima dobivenim ispitivanjem bazena u Primorsko-goranskoj zupaniji u razdoblju 2016.
— 2020., kod kojih je razlika u udjelu pozitivnih uzoraka izmedu slatkih i morskih bazena bila
jo§ izrazenija. Ispitivanje kojim se pratilo opterec¢enje bazena Primorsko-goranske Zupanije
bakterijom P. aeruginosa u Sestogodisnjem razdoblju (2009.-2014.), takoder je ukazalo na
veéi udio pozitivnih uzoraka kod slatkovodnih (4,3%) u odnosu na bazene punjene morskom
vodom (3,6%) (39).
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Morska je voda u usporedbi sa slatkom, nepovoljniji medij za prezivljavanje za vecinu
bakterija te se smatra mikrobioloski sigurnijom s aspekta zdravlja kupaca (14). Obzirom da je
zabiljezena mala razlika u udjelu pozitivnih uzoraka izmedu slatkih i morskih bazena (0,4%),
moze se zakljuéiti da su obje vrste vodenog medija povoljne za prezivljavanje pseudomonasa.
Stoga se P. aeruginosa prema Pravilniku (NN 59/20) ispituje u slatkoj i morskoj bazenskoj

vodi, za razliku od S. aureus koji se trazi samo u morskoj vodi (39).

U odnosu na primjenjeno dezinfekcijsko sredstvo, veci udio P. aeruginosa-pozitivnih
uzoraka utvrden je kod primjene vodikovog peroksida, u usporedbi s primjenom natrijevog
hipoklorita i klora. P. aeruginosa posjeduje veliku aktivnost katalaze koja razgraduje vodikov
peroksid na kisik i vodu, ¢ime se povecava otpornost P. aeruginosa na nize koncentracije
vodikovog peroksida (46). Stoga se smatra da vodikov peroksid nije izbor dezinfekcijskog
sredstava bazenskih voda, u slucaju kada se koristi kao jedino dezinfekcijsko sredstvo (47).
Znacajna korelacija utvrdena je izmedu P. aeruginosa i svih ispitanih fizikalno-kemijskih i
mikrobioloskih pokazatelja, izuzev s Legionella pneumophila. Najjaca pozitivna korelacija
uocena je sa P. aeruginosai E. coli (rs=0,38), UBB/37°C (rs=0,29) te S. aureus (rs=0,11).

Op¢i pokazatelji kvalitete, odnosno mikrobioloskog opterec¢enja vode, su ukupni broj
bakterija na 37 °C 1 22 °C te ukupni koliformi koji sluze kao indikator fekalnog onecis¢enja
vode (medu koje ubrajamo i E. coli). Pozitivna korelacija izmedu broja P. aeruginosa i E.
coli, ukazuje na Cinjenicu da su u bazenima prisutni izvor onecis¢enja fekalnog i ne-fekalnog
podrijetla obzirom da se E. coli smatra najpouzdanijim indikatorom fekalne kontaminacije
bazenske vode (48).

Analizom rezultata ispitivanja zdravstvene ispravnosti bazenske vode u Republici
Hrvatskoj u 2017. godini koje je proveo HZZJ)Z, utvrdeno je da je prisustvo E. coli razlog
neispravnosti u 1,6% uzoraka bazenske vode (bez obzira na vrstu bazena), Sto ukazuje na
nisku razinu fekalnog onecis¢enja. Ovaj udio je nizi od udjela utvrdenog u bazenskoj vodi
razli¢itih drzava, S$to ukazuje na nedovoljno uéinkovitu provedbu mjera dezinfekcije i
neadekvatno odrzavanje bazenske vode i bazenskih prostora (45). S druge strane, u studiji
provedenoj u ltaliji, utvrdeno je da od ukupno analiziranih 645 uzoraka u niti jednom nije

dokazano prisustvo E. coli (49), $to generalno ukazuje na uspjesno upravljanje bazenima.
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Najjaca korelacija uocena je izmedu broja P. aeruginosa i broja fekalnih koliforma,
Sto takoder ukazuje na prisutnost viSe razlicitih izvora kontaminacije bazenske vode, obzirom

da bakterija P. aeruginosa ne potjece od fekalnog izvora (39).

S. aureus je vrsta koja se u skladu s Pravilnikom (NN 59/2020) ispituje samo u
bazenima punjenim morskom vodom obzirom na duze prezivljavanje stafilokoka u mediju s
povisenom koncentracijom soli. To potvrduje 1 istrazivanje koje je provedeno u
petogodisnjem razdoblju od 2013.-2017. godine na podru¢ju PGZ, gdje je udio uzoraka
pozitivnih na S. aureus u bazenima s morskom vodom iznosio 1,7%, dok u bazenima

punjenim slatkom vodom, od 94 ispitana uzorka, niti jedan nije bio pozitivan (14).

Najjaca negativna korelacija utvrdena je kod P. aeruginosa i slobodnog rezidualnog
klora (rs=-0,16). Isti rezultati potvrdeni su u prethodno provedenom istrazivanju gdje je
takoder utvrdena negativna korelacija izmedu P. aeruginosa i SRK (rezidualni klor, rs = 0,07).
(14). Kako je u bazenima dotok organske tvari od kupaca kontinuiran i povecan, potrebne su
viSe doze klora za dezinfekciju, nego li je to slucaj u dezinfekciji vode za ljudsku potrosnju.
Tijekom poveéane dezinfekcije bazena, dolazi do smanjenja oneciS¢enja bazenske vode s P.
aeruginosa i obratno. Rezidualni klor smanjuje koncentraciju P. aeruginosa, te je stoga bitno

odrzavati dezinfekcijski reziduum.
5.3 Zakonska regulativa

U cilju zastite ljudskog zdravlja te kontrole zdravstvene ispravnosti vode, provode se
ispitivanja voda na mikrobioloske parametre propisane vaze¢im Pravilnikom koji regulira
zdravstvenu ispravnost vode za ljudsku potrosnju (NN 125/2017). Hrvatsko vodno
zakonodavstvo uskladeno je sa EU zakonodavstvom i ISO normama u kojima su propisani i
Opisani postupci analize prilikom ispitivanja mikrobioloskih parametara. Usporedbom
nacionalnih zakonskih propisa sa susjednim zemljama i Sire, vidimo kako je Republika
Hrvatska, uz Republiku Srbiju te Crnu Goru, u svoju legislativu ukljucila ispitivanje P.
aeruginosa, kao obaveznog parametra u vodi za ljudsku potrosnju te ambalaziranoj vodi. Za
razliku od prethodno navedenih zemalja, u Sloveniji se prisustvo P. aeruginosa ne ispituje u
vodi za ljudsku potro$nju, dok je u ambalaZiranoj obavezan. Isto vrijedi i kod susjedne BiH.
Istrazivanjem provedenim od strane Hardalo-a i Edberg-a, reguliranje P. aeruginosa u
ambalaziranoj vodi navodi se kao obavezno u Europi, ali ne i u vodi iz slavine ili u

ambalaziranoj vodi u SAD-u (43). Temeljem smjernica danim od strane Svjetske zdravstvene
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organizacije (WHO) i U.S. EPA-e, P. aeruginosa se ne ubraja u obavezne mikrobioloske
kriterije prilikom ispitivanja zdravstvene ispravnosti vode za pice. Kao razlog tome navodi se
da nema dovoljno dokaza da pojavnost P. aeruginosa moze predstavljati izvor infekcije u
op¢oj populaciji. Medutim, na mjestima od javnozdravstvenog znacaja na kojima je rizik za
zdravlje ljudi povecan (bolnice, domovi za starije i nemocne) potrebno je posebnim

nacionalnim propisima definirati smjernice i kriterije ocjenjivanja (35).

Kod bazenske vode se, za razliku od one namijenjene ljudskoj potro$nji, ispitivanje
pokazatelja P. aeruginosa provodi u svim zemljama obuhvacenim istrazivanjem, kao

obavezan parametar zdravstvene ispravnosti bazenskih voda, u kojima ne smije biti prisutan.
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6 ZAKUJUCC

Ukupno je ispitano 4171 uzoraka vode za pic¢e, a udio P. aeruginosa-pozitivnih
iznosio je 3,9%. Pozitivni uzorci dominantno su prikupljeni tijekom tehnickih
pregleda objekata, a u manjem broju nakon izgradnje novih cjevovoda, u kojima je
medutim utvrdeno vece opterecenje P. aeruginosa.

Najvecéi broj uzoraka ispitan je na prisustvo P. aeruginosa u 2016. godini, dok u
godini s najmanjim brojem ispitanih uzoraka (2018.) biljezimo najveéi udio uzoraka u
kojima je dokazan P. aeruginosa, s naglaskom na toplije razdoblje od srpnja do
listopada.

Najveci broj uzoraka pripada kategoriji niskog opterecenja (<10 CFU/100 mL).
Korelacijskom analizom utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu P.
aeruginosa i svih mikrobioloskih pokazatelja kao i fizikalno-kemijskih pokazatelja,
izuzev mutnoc¢e i amonijaka.

Najjaca pozitivna korelacija dobivena je izmedu P. aeruginosa i UBB/37°C,
UBB/22°C, koliformnih bakterija, enterokoka i temperature vode.

Slaba, ali statisticki znacajna negativna korelacija dobivena izmedu P. aeruginosa i
slobodnog rezidualnog klora i nitrata.

Bazenskih uzoraka ukupno je ispitano 5059 uzoraka, od kojih je 4,6% bilo P.
aeruginosa-pozitivno. Najve¢i udio pozitivnih uzoraka utvrden je kod zabavnih
(13,8%) i jacuzzi/hidromasaznih bazena (4,7%).

Ve¢i udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka potvrden je kod otvorenih (4,9%) u
odnosu na zatvorene (4,5%) bazene te kod slatkih (5,6%) u odnosu na bazene punjene
morskom vodom (2,7%). Uzorci optereceniji bakterijom P. aeruginosa prikupljeni su
iz zatvorenih, u odnosu na otvorene bazene te iz slatkih, u odnosu na slane bazene.
Najveci broj ispitanih uzoraka bazena na P. aeruginosa bio je 2018. godine.

Udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka bio je najveci u sezoni 2019., kada je i broj
turista u Hrvatskoj bio najvec¢i u promatranom razdoblju. U sezoni 2020., za vrijeme
Covid-19 pandemije broj pozitivnih uzoraka bio je najmanji. Prema mjesec¢noj
razdiobi, srpanj je mjesec s najve¢im udjelom pozitivnih uzoraka. Prema namjeni
bazena, najvise koncentracije ovog mikrobioloskog pokazatelje zabiljeZzene su u
rehabilitacijskim bazenima.

Kao i kod uzoraka vode za pice, u bazenskim vodama, najveci broj uzoraka pripada
kategoriji niskog opterecenja (<10 CFU/100 mL).
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Statisti¢ki znaCajna korelacija dobivena je izmedu P. aeruginosa i svih ispitanih
mikrobioloskih i fizikalno-kemijskih pokazatelja, izuzev L. pneumophila.

Najjaca pozitivna korelacija utvrdena je izmedu P. aeruginosa i E. coli, UBB/37°C te
S. aureus, a najjaca negativna korelacijasa SRK (sulfit reduciraju¢e klostridije).
Najve¢i udio P. aeruginosa-pozitivnih uzoraka uzet je u bazenima u kojima se kao
dezinfekcijsko sredstvo primjenjivao vodikov peroksid (32,4%) te je u istim uzorcima
izmjerena najveca koncentracija P. aeruginosa, u odnosu na bazene u kojima je
kori$ten natrijev-hipoklorit ili klor.

Republika Hrvatska je uz Srbiju i Crnu Goru, u svoje nacionalno zakonodavstvo
ukljucila ispitivanje P. aeruginosa, kao obaveznog mikrobioloskog pokazatelja kod
ispitivanja zdravstvene ispravnosti vode za ljudsku potrosnju kao i ambalazirane vode.
S tim da je stav strunjaka u nasoj zemlji da je prisustvo P. aeruginosa potrebno
ispitivati samo na mjestima od javnozdravstvenog znacaja (bolnice, domovi za starije i
nemoc¢ne) i kod tehnic¢kih pregleda objekata. Slovenija i BiH ne ispituju prisustvo P.
aeruginosa u vodi za ljudsku potro$nju, dok je u ambalaziranoj obavezan.

Za razliku od vode namijenjene ljudskoj potrosnji, ispitivanje P. aeruginosa provodi
se u svim zemljama obuhvaéenim ovim istrazivanjem i to kao obavezan parametar

ispitivanja zdravstvene ispravnosti bazenskih voda.
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