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SAZETAK

Bakterija L. pneumophila iz roda Legionella, ubikvitaran je mikroorganizam prirodno prisutan
u vodi i vlaznom tlu. Opasnost za Covjeka predstavljaju legionele prisutne u umjetnim vodenim
sustavima, gdje u nepovoljnim uvjetima moze perzistirati i do godine dana. U toplim i vlaznim
uvjetima, poput razli¢itih vrsta bazena (posebice onih s temperaturom vode u rasponu 20 °C — 45 °C)
ova bakterija moZe nesmetano prezivljavati i razmnozavati se viSe mjeseci. Put zaraze predstavlja
inhalacija aerosola ili mikroaspiracija kontaminirane vode. Povecani rizik za razvoj epidemije javlja se
nakon duzeg nekori$tenja objekta, a jedan od primjera takve prakse rada su bazenska kupalista sa
sezonskim rezimom rada.

Cilj ovog rada bio je prikazati mikrobiolosku kakvoc¢u bazena na podruéju Primorsko-
goranske zupanije s aspekta prisutnosti bakterije L. pneumophila. Analizirani su podaci prisutnosti
bakterije, te povezanost s dodatnim fizikalno-kemijskim i mikrobiolo§kim pokazateljima kakvoce
bazenske vode, u ¢etverogodisnjem razdoblju ispitivanja (2013. — 2016.). Rezultati ukazuju na
generalno nizak udio (2 %) pozitivnih rezultata na pokazatelj L. pneumophila, medutim s trendom
porasta, Sto odgovara porastu udjela spa bazena u ukupnom broju analiziranih uzoraka. Opéenito, broj
svih ispitanih uzoraka raste, a najveci je u glavnim turistickim centrima (Opatija, Krk, Rab). Ve¢i udio
pozitivnih uzoraka javlja se kod slatke vode.U pozitivnim je uzorcima, u odnosu na uzorke u kojima L.
pneumophila nije dokazana, zabiljezena niZa koncentracija rezidualnog klora i poviseni broj UBB,
medutim razlika se nije pokazala statisticki znacajnom. T-test je izmedu pozitivnih i negativnih
uzoraka pokazao statisticki znac¢ajnu razliku jedino u pokazatelju temperaturi vode, s znacajno visim
vrijednostima kod pozitivnih uzoraka. Obzirom da razlika u razinama klora izmedu pozitivnih i
negativnih uzoraka nije statisti¢ki znacajna, upitna je efikasnost djelovanja klora na legionele unutar
vodenog sustava. Naime, prema rezultatima legionele se mogu dokazati i pri vi§im koncentracijama
klora.

Nakon detaljnije analize rezultata ispitivanja u Cetverogodi$njem razdoblju zakljucujemo da za
pracenje pojavnosti L. pneumophila u vodi presudnu ulogu moze imati izbor adekvatne metode
ispitivanja, Cemu je potrebno posvetiti posebnu paznju.Takoder, u buduénosti je potrebno definirati
ispitivanje prisutnosti L. pneumophila u vodi za pice iz vodoopskrbnih sustava, §to se trenutno provodi
u slucajevima epidemioloske indikacije.

KLJUCNE RIJECI: L. pneumophila, bazeni, spa, metoda ispitivanja, membranska filtracija



SUMMARY

L. pneumophila is bacteria from Legionella genus. This ubiquitous microorganism is naturally
present in water and wet soil. Dangers to man represent legionnaires present in artificial water
systems, where baceria can persist in unfavorable conditions for up to a year. In warm and humid
conditions, such as one present in various pool types (especially those with water temperature ranging
from 20 °C to 45 °C), this bacterium can undisturbed survive and multiply for several months. The
infection is resault of contact with contaminated water by aerosol inhalation or micro-aspiration. An
increased risk of developing an epidemic occurs after a long not used period of the facility, and one of
the examples of such practice is swimming pool with seasonal work regimen.

The aim of this study was to show the microbiological quality of the pool in the area of the
Primorje-Gorski Kotar County from the aspect of the presence of L. pneumophila. Data on the
presence of this bacteria, as well as correlation with additional physico-chemical and microbiological
basin water quality indicators, were analyzed in the four-year study period (2013 - 2016). The results
indicate a generally low part (2%) of positive results of the L. pneumophila indicator, however, with
the growth trend, that corresponding to the increase in spa pool part in the total number of analyzed
samples. Generally, the number of all tested samples is growing, and is the largest in major tourist
centers (Opatija, Krk, Rab). A higher part of positive samples occurs in fresh water. In positive
samples, in regards to samples in which L. pneumophila was not shown, lower residual chlorine
concentration and elevated UBB levels were observed, however the difference was not statistically
significant. The T-test between positive and negative samples showed statistically significant
difference only in the water temperature indicator, with significantly higher values in positive samples.
Since the difference in the chlorine levels between the positive and negative samples is not statistically
significant, the efficiency of the chlorine action on the legionnaires within the aquatic system is
guestionable. Namely, legionnaires can be proved at higher chlorine concentrations.

After a more detailed analysis of the results of the four-year study, we conclude that in order
to monitor the occurrence of L. pneumophila in water, the choice of the appropriate test method can be
a crucial part of the study, and special attention should be paid to this. Also, in the future it is
necessary to define the presence of L. pneumophila in drinking water from water supply systems,
which is currently being carried out only in the case of epidemiological indications.

KEY WORDS: L. pneumophila, pools, spa, test method, membrane filtration
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1 UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1 Mikrobiologija voda

Rije¢ mikrobiologija dolazi od grckih rijeci mikrds $to znaci malen, sitan; bids — zivot; 16gos —
rijec, u prenesenom znacenju oznacava znanost. Mikrobiologija se u svojim proucavanjima sluzi s
dostignu¢ima iz drugih znanosti poput kemije, fizike i ekologije. To je znanost koja proucava
mikroorganizme. Mikroorganizmi su sitna, oku nevidljiva bic¢a rasprostranjena i prisutna u svim
sferama naSeg okolisa, te takoder i ljudskog organizma. "Na ¢ovjeku, na kozi i sluznicama, zivi oko
deset puta viSe mikroorganizama nego $to ima covjekovih vlastitih stanica." (1). Vec¢ina
mikroorganizama iz nase okoline je korisna ili barem neskodljiva za ljudski organizam, dok su od vise
milijuna mikroorganizama njih nekoliko stotina uzrocnici bolesti kod ¢ovjeka. Mikroorganizmi su
karakterizirani velikom varijabilnos¢u, §to im omogucava prezivljavanje u okolisu.

U povrsinskim vodama ¢esto se nalazi veliki broj mikroorganizama koji u vodu dospijevaju iz
okolisa, zraka, kiSe, otpadnih produkata razli¢itih industrija ili postrojenja za obradu otpadnih voda.
Mikroorganizmi u vodi se dijele na one prisutne na povrsini i unutar sedimenta (benticki); te na
mikroorganizme prisutne u stupcu vode (pelagicki) koji se djele na mikroorganizme koji plivaju
(nekton) i mikroorganizme koji plutaju (plankton). Podjela na te dvije skupine temelji se na mjestu
obitavanja pojedine skupine mikroorganizama u vodi za vrijeme razvojnih faza. Prisustvo
mikroorganizama u pojedinoj zoni u vodi zavisi o okolisnim ekoloskim faktorima, to su primjerice
temperatura, svjetlost, otopljeni plinovi, koncentracija soli, karakteristike sedimenta i sl. Stanje
okoline koje je pogodno za razvoj i funkcioniranje mikroorganizma zove se podrucje tolerancije (2).
Promjena podrucja tolerancije posljedica je promjene nekog od ekoloskih faktora, koji moze biti
bioticki ili abiotic¢ki. U tom slucaju on na funkcioniranje mikroorganizma djeluje kao ogranicavajuci
¢imbenik, te znacajno djeluje na prisutnost. Lokacija obitavanja u vodi i bioloska aktivnosti
mikroorganizama uvjetovane su pored ekoloskih faktora i veli¢inom samog mikroorganizma.
Primjerice, u obalnom podru¢ju koje je karakterizirano bujnom vegetacijom i prisutno$cu svjetla vrsta
bakterija ovisi o dubini vode gdje prevladava dvadesetak razlicitih bakterijskih rodova, od kojih se
najéesce javljaju Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Chromobacterium, te Caulobacter. U
povrsinskoj vodi udaljenoj od obale obitavaju fotosintetiCke alge, tu kisik slabo difundira, te obitavaju
bakterije iz roda Pseudomonas i vrste Cytophaga, Caulobacter i Hyphomicrobium. U dubljoj vodi
gdje je mala kolicina kisika i slabiji prodor svjetlosti obitavaju anoksigene fototrofne bakterije koje
sadrze pigment bakterioklorofil prema kojem dobiju ime, grimizne i zelene sumporne bakterije. U
sedimentu se nalazi anaerobna populacija bakterija Desulfovibrio, metanobakterije, te bakterije iz roda
Clostridium. (2).

1.2 Legionella pneumophila

Obitelj Legionellaceae objedinjuje mikroorganizme sa zajednickim fenotipskim i genetskim
osobitostima u rod, Legionella. Rezultati istrazivanja direktne amplifikacije 16S ribosomske RNA
potvrduju zajednicke znac¢ajke mikroorganizama iz ovog roda s velikim postotkom podudarnosti
genetskog materijala, viSe od 95 % (3). Ova grupa mikroorganizama izdvojena je i opisana nakon
slucaja epidemije akutne pneumonije u lipnju 1976. godine u Philadelphiji (USA). Epidemija je
zahvatila 200-tinjak gostiju u ugostiteljskom objektu (hotelu), njih 21 je preminuo (4). Bolest je
simptomima podsjecala na upalu pluca ali je bio nepoznat razlog oboljevanja veceg broja ljudi i uzrok
odnosno izvor infekcije. Kako je do tada neopisana bolest nastala za vrijeme trajanja konferencije
Americke legije, rod je po njima dobio ime "Legionella"”. Bolesti koje uzrokuju bakterije iz ovog roda
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jednim se imenom nazivaju legioneloze. Unutar roda Legionella razlikujemo za sada poznatih
pedesetak vrsta od kojih je najpoznatija, najéeséi uzrocnik bolesti i prva opisana Legionella
pneumophila. Unutar pojedinih vrsti poznate su seroskupine, kojih trenutno u ovom rodu brojimo vise
od sedamdeset. Infekciju kod ljudi uzrokuje svega dvadesetak vrsta bakterija iz ovog roda. Gotovo 90
% slucajeva infekcije uzrokuje L. pneumophila, zatim 6 % uzrokuje L. micdadei, 3 % L. bozemanii,
dok ostale infektivne vrste zajedno uzrokuju 1 % legioneloza (1). I1zvojena bakterija Legionella
pneumophila na temelju svoje antigene grade podjeljena je u 14 seroskupina. Najcesca seroskupina L.
pneumophila serogrupa 01 uzrokuje najtezi oblik oboljenja, legionarsku bolest. BlaZi oblik oboljenja
sa simptomima sliénim simptomima gripe naziva se pontija¢na groznica.

1.2.1 Grada i bioloSke osobine

Gradom bakterije iz ovog roda, ovisno o uvijetima u sredini, mogu biti u obliku bacila ili
kokobacila, Sirine 0,3-0,9 um, te duzine 2-3 um koja moze doseci i do 20 pm u filamentoznom obliku
kada se bakterije jave u formi dugih niti. Legionela je nesporogen, aeroban gram-negativni
mikroorganizam mikroskopski prikazan na Slici 1.

Slika 1. Mikroskopski izgled legionela iz kulture, bojenje po Gramu (Izvor:
http://mikrobiologie.If3.cuni.cz/rep/lepn.htm )

Legionela posjeduje flagele koje joj omoguéuju pokretljivost i pile uz pomo¢ kojih se adherira na
povrsinu. U vodenim sustavima legionela se veZze i kolonizira povrSine od raznih materijala poput
plastike, propilena, polistirena, stakla i drva (4). Vezu¢i se s drugim mikroorganizmima legionele
tvore biofilm koloniziraju¢i povrSinu nekog vodenog sustava. Ubikvitaran je mikroorganizam, vrlo
otporan na vanjske uvjete. Legionele, u odnosu na vecinu bakterija koje obitavaju u vodi, pokazuju
vecu otpornost na nize vrijednosti pH i kratko izlaganje visokim temperaturama (5). Mogu zivjeti u
rasponu temperature od 5,7-63 °C, no osjetljive su na temperature vise od 60 °C. Takoder su osjetljive
na dezinficijense, a posebice klorne preparate i pove¢anu koncentraciju klora u vodi. Postupcima
dezinfekcije opisanim u podpoglavlju "Upravljanje rizicima" suzbijaju se legionele prisutne u vodi.
Pored dezinficijensa osjetljive su i na neke antibiotike. To su: eritromicin, azitromicin, rifampicin i
doksiciklin. No posjeduju otpornost na betalaktamske antibiotike, vankomicin i aminoglikozide. Za
rast su im neophodni L-cistein hidroklorid i soli Zeljeza. Bakterije iz ovog roda su aerobi, posjeduju
aerobni kemoorganotrofni organizam, no neke vrste bolje rastu u prisutnosti CO, u atmosferi.
Legionele su biokemijski inertne. Sve vrste su asaharoliti¢ne, ne oksidiraju niti ne fermentiraju
ugljikohidrate. Kao izvor ugljikohidrata sluze im aminokiseline. Posjedovanje enzima i sadrzaj masnih
kiselina se razlikuje medu vrstama. Razli¢ite vrste posjeduju neke od enzima oksidaze, katalaze,
zelatinaze 1 hipurikaze. Testovi redukcije nitrata i ureaza daju negativan rezultat. Antigenska grada na
povrsini stanica bakterija legionela temelji se na proteinskim antigenima. Njezini antigeni proteini su:


http://mikrobiologie.lf3.cuni.cz/rep/lepn.htm

protein odgovoran za stvaranje zastitnih protutijela (Mcm, engl. major cytoplasma membrane),
proteini koji sudjeluju u stvaranju tip specificnih monoklonskih protutijela (Msp, engl. major secretory
protein i Mab, engl. major antibody) i protein koji uzrokuje unutarstani¢nu infekciju stanice domacina
(Mip, engl. macrophage infectivity potentiator). Legionele takoder posjeduje antigen stanic¢ne stijenke
lipopolisaharid (engl. Lipopolysaccharide, LPS), te citotoksine i antigen Hsp60 (engl. Heat Shock
Protein) koji pospjesuju virulenciju bakterije (1). Legionele imaju sposobnost parazitiranja u druge
mikroorganizme. Primjerice Legionella pneumophila moze inficirati i razmnozavati se unutar amebe
prisutne u vrucoj vodi. Tako zaSti¢ena legionela prezivljava okoliSne uvijete, koji su za nju inace
nepovoljni. Slika 2 prikazuje inficiranu stanicu. Kada takva inficirana stanica domacina eruptira, iz nje
se oslobada velik broj pokretnih legionela (4).

Slika 2. Mikroskopski prikaz stanice domacina inficirane legionelama (Izvor: Mikrut (4))
1.2.2 Epidemiologija

Legionele su ubikvitarni mikroorganizmi, §to oznacava njihovu sveprisutnost u okolisu. Zbog
okolisa koji predstavlja rezervoar ovih bakterija nazivamo ih ekonozama. Nalaze se svuda u prirodi,
najvise obitavaju u vodi i vlaznom tlu. Koli¢ine u prirodi ne predstavljaju opasnost za ¢ovjeka obzirom
da okolisni uvijeti ne podupiru ekstenzivni rast ovih bakterija. Opasnost za Covjeka predstavljaju
legionele prisutne u umjetnim vodenim sustavima koje je stvorio covjek, zbog Cega se svrstavaju u
skupinu "Man Made Disease". U takvim se sustavima legionele razmnoZavanju, ¢emu pogoduju
faktori u samom sustavu, poput temperature koja je visa od sobne temperature, stagnacije vode,
stvaranja biofilma i sl. Koloniziranju i zadrzavanju bakterija u sustavu pogoduje prisustvo organskih i
anorganskih sedimenata, naslage nastale na stjenkama, a posebice biofilm koji ih titi od vanjskog
utjecaja, pa i djelovanja biocidnih sredstava (1, 2, 3, 6). Legionele koloniziraju sustave i uredaje poput
vodovodnih cijevi, vodosprema, uredaja za kondicioniranje zraka, rashladnih tornjeva, kondenzatora
za evaporaciju, ovlaZivaca, fontana, razne vrste bazena, prirodne, spa bazene, a posebice one sa
temperaturom vode u rasponu 20 °C — 45 °C. Epidemije legioneloza najcesée su povezane s
ustanovama koje posjeduju jedan ili viSe od navedenih vodovodnih sustava ili uredaja, primjerice
hoteli, apartmani, kampovi, toplice, wellnes centri, rekreacijski ili sportski centri, trgovacki centri,
putnicki brodovi, bolnice, staracki domovi, rashladni tornjevi i sl. Izvor infekcije Cesto su bolnicki
sustavi za opskrbu vodom i uredaji za klimatizaciju kolonizirani bakterijama. Uz navedene izvore
infekcije zabiljezeni su i sporadi¢ni slucajevi. To su primjerice infekcije destiliranom vodom, infekcije
kirurskih rana, pri intubaciji i kod upotrebe opreme za respiratornu terapiju i dr. Ovisno o podrucju u
kojem je infekcija steCena razlikujemo nekoliko grupa. To su infekcije steCene u zajednicama, stecene
u domovima (iz vodoopskrbne mreze), steCene u zdravstvenim ustanovama (tzv. nosokomijalne), te



infekcije steCene tijekom putovanja. Povecéani rizik za razvoj epidemije javlja se nakon dugotrajnijeg
nekoriStenja objekta, primjer takve prakse rada su hoteli sa sezonskim rezimom rada. U slucaju
prekida rada pri stagnaciji vode u sustavu dolazi do uvjeta pogodnih za rast i razmnoZavanje bakterija.
Put zaraze predstavlja inhalacija aerosola ili mikroaspiracija kontaminirane vode. Manifestacija
klini¢kih znakova bolesti ovisi 0 infektivhoj dozi i imunoloskom stanju domacina. Bolest se moze
pojaviti kod ljudi svih dobnih skupina, no naj¢esc¢e obolijevaju stariji, imunokompromitirani, ljudi sa
kroni¢nim bolestima. Rizi¢ni ¢imbenici za oboljevanje su alkoholizam i pusenje. Infekcije bolesnika
na hemodijalizi ili s transplatiranim bubrezima nerijetko imaju smrtni ishod (1). Prema podacima o
legionarskoj bolesti nema zabiljezenih slucaja prijenosa zaraze sa Covjeka na covjeka. Legionele se
ubrajaju medu najcesce bakterijske uzro¢nike pneumonija u op¢oj populaciji (1). Legionarska bolest
epidemijski se pojavljuje s distribucijom u proljece i ljeto. Epidemije blazeg oblika legioneloze,
pontijacne groznice, pojavljuju se bez sezonski uocljive distribucije. Legionele takoder uzrokuju
nozokomijalne respiratorne infekcije. Temeljem navedenih podataka pojavnost ove bolesti prevenira
se eliminiranjem bakterija Legionella spp. iz vode koja je za ljudsku upotrebu, te iz sustava u kojima
nastaje aerosol. Brza i pravovaljana detekcija bakterija u vodi predvida opasnost i omogucuje
pravovremeno uklanjanje izvora zaraze.

1.2.2.1 Prijava oboljenja

Prijava i dojavljivanje slucajeva zaraze i epidemija odvija se preko nacionalnih epidemioloskih
sluzbi i medunarodnih mreza. Epidemioloske sluzbe u Republici Hrvatskoj (u daljnjem tekstu RH)
djeluju u sklopu Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (u daljnjem tekstu HZJZ). Na podru¢ju Europe
od znacaja za mikrobioloska istrazivanja je grupa osnovana 1983. godine pod nazivom European
Society of Clinical Microbiology and Infectious disease (kratica ESCMID). Ova grupa znanstvenika
bavi se istrazivanjima u podrucju klinicke mikrobiologije i zaraznih bolesti. Od 1986. godine u Europi
djeluje i skupina znanstvenika s ciljem pobolj$anja epidemioloskih i mikrobioloskih znanja i
informacija o pojavnosti legioneloza pod nazivom The European Working Group of Legionella
infections (kratica EWGLI) i The European Study Group of Legionella infections (kratica ESGLI).
EWGLI grupa bavi se razvitkom i unapredenjem tehnika rukovanja, obradivanja i dijagnostike,
izradom vodica za upravljanje rizicima, preventivnim i kurativnim postupcima, te sastavlja tim za
kontrolu i suzbijanje epidemije. Uspostavili su internacionalni nadzor i prijavljivanje slucaja
oboljevanja putem mreze EWGLINet, kasnije preimenovane u ELDSNet (engl. European
Legionnaires™ Disease Surveillance Network) koja predstavlja bazu podataka Europskog centra za
prevenciju i kontrolu bolesti (engl. European Centre for Disease Prevention and Control, kratica
ECDC), osnovanog 2002. godine (7). Na globalnoj su razini pracenje, prevencija, suzbijanje bolesti,
propisivanje zdravstvenih i sigurnosnih smjernica i drugi postupci vezani za ovu i sline teme u
nadleznosti Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, kratica WHO). Jo$
jedno udruzenje od globalnog znac¢aja na ovom podrudju istrazivanja je i ameri¢ki Centar za kontrolu i
prevenciju bolesti (engl. Center for Disease Control and Prevention, kratica CDC).

1.2.2.2 Klinic¢ka slika

Infekcija legionelom se manifestira u nekoliko oblika bolesti. Legionarska bolest, najceséi i
najinvazivniji oblik oboljenja je pneumonija. Inkubacijski period bakterije Legionella pneumophila,
koja kod ljudi uzrokuje ovu bolest traje 2 do 10 dana, ponekad i vise. Naveden Sirok raspon perioda
inkubacije otezava pravovremenu reakciju i pocetak terapije.Takoder, iz istog razloga oteZana je
detekcija izvora infekcije, pogotovo kod inficiranja tijekom putovanja. Bolest moze trajati tjednima, sa
visokom stopom smrtnosti. Legionarska bolest pracena je nespecifi¢énim simptomima poput slabosti,
bolovima u misi¢ima, bolovima u prsima, poremec¢ajima u disanju, neproduktivnog suhog kaslja,
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povisene temperature, glavobolje, dijareje, povracanja, stanja konfuzije ili delirija, hiponatrijemije,
zatajanje bubrega itd. Zbog ovih se simptoma legioneloza u pocetku ¢esto zamjenjuje drugim
bolestima okarakteriziranim istim simptomima. Kod svih pacijenata javlja se povisena temperatura ve¢
u prvih nekoliko dana, ako ne i u prvom danu infekcije. Kod polovice pacijenata razvije se gnojni
iskasljaj, u trecine se javlja krvavi iskasljaj i bol u prsima. Od gastrointestinalnih simptoma istaknuta
je pojava dijareje kod polovice pacijenata, dok se kod trecine pacijenata javlja muénina, povracanje i
abdominalna bol.Pravovremeno lijecenje rezultira potpunim oporavkom. Ukoliko se legionarska
bolest ne dijagnosticira i ne lije¢i na vrijeme, stanje se zna¢ajno pogorsava i moze biti smrtonosno.
Najcées¢e komplikacije koje se javljaju kod oboljelih su prekid disanja uzrokovan zatajenjem pluca,
zatim akutno zatajenje bubrega i drugih organa. Ponekada se pri oboljenju javljaju sekundarni
simptomi poput slabosti, zamora i poremecaja u pamcéenju, od kojih se najc¢esée javlja retrogradna
anamnezija.

Pontija¢na groznica je akutno, samo limitiraju¢e nepneumonijsko oboljenje nalik na prehladu.
Ovaj oblik bolesti razvija se u puno ve¢em postotku izlozenih, ¢ak do 95%. Vrijeme inkubacije je
nekoliko sati do nekoliko dana, oboljenje traje svega 2 do 5 dana. Simptomi su nalik na simptome
prehlade, javlja se slabost, umor, bol u misi¢ima, bol u zglobovima, glavobolja, dijareja, muénine,
povracéanje, otezano disanje i suhi kasalj. Komplikacije se rijetko pojavljuju. Lije¢enje je
simptomatsko, oporavak od bolesti je uobi¢ajen unutar tjedan dana. Premda su legioneloze primarno
respiratorna oboljenja postoje zabiljezeni slucajevi Sirenja infekcije i u ostale sustave. Legionele su
autopsijom detektirane u slezeni, jetri, bubrezima, miokardiju, kostima, koStanoj srzi, zglobovima,
limfnim ¢vorovima i probavnom traktu. Oboljenje nastalo Sirenjem infekcije iz plu¢a u druge dijelove
tijela naziva se izvanpluéni sindrom. Manifestacija simptoma pri ovom oboljenju Cesto je vrlo
dramati¢na s brojnim komplikacijama. Infekciju legionelama treba uzeti u obzir kao moguénost izvora
zaraze kod pacijenata koji su razvili kombinaciju neuroloskih, sréanih i gastrointestinalnih simptoma s
prisutno$¢u pneumonije.

1.2.3 Laboratorijska dijagnostika

Laboratorijska dijagnostika moze biti izravna, detekcijom i izolacijom klinickog materijala ili
neizravna dijagnostika dokazom protutijela u serumu bolesnika. Klini¢ki materijal uzima se iz
podrucja zahvaéenog infekcijom. Kod legioneloza klinicki materijal predstavlja iskasljaj, larvat,
aspirat ili uzorak dobiven biopsijom bronhoskopom. Za detekciju i odredivanje skupina i serogrupa
koriste se: test direktena fluorescencija za detekciju antigena(imunofluoerscentni test, engl. direct
fluorescent antibody; DFA), enzimski imunoesej (engl. enzyme immunosassay; EIA), radioimuno test
(engl. radioimmuno assay; RIA), test lateks aglutinacije (eng. latex agglutination test; LA) i analiza
nukleinskih kiselina primjenom lancane reakcije polimeraze (engl. Polimerase Chain Reaction; PCR).
Kod pretraga seruma oboljelog prati se dinamika titar protutijela laboratorijskom analizom humanog
uzorka svaka dva do Cetiri sata. Kod izolacije klini¢ki se materijal nasaduje na hranjivu podlogu
pogodnu za rast legionela. To su BCYE (engl. Buffered Charcoal Yeast Extract Agar) i krvni agar
(kratica: KA). L. pneumophila je nutritivno zahtjevna kao $to je ve¢ opisano u podpoglavlju "Grada i
bioloske osobine" i ne raste na standardnim bakterioloskim hranjivim podlogama. Izostanak rasta na
krvnom agaru upucuje na legionelu (6). Na BCYE agaru, hranjivoj podlozi s kvas¢evim ekstraktom i
aktivnim ugljenom koja je puferirana na pH 6,9 (1), legionele rastu kao pravilne, sjajne, okrugle,
konveksne, sive kolonije. Opisana kultivacija i identifikacija se provode prema normi HRN 1SO
11731:2000. Kolonije izloZene ultraljubicastom zra¢enju fluoresciraju zZutozeleno. Izolacija legionela
se potvrduje seroloSkim testovima, (DFA) ili LA (6).



1.3 Bazenska voda

Pravilnikom o sanitarno-tehnickim i higijenskim uvjetima bazenskih kupalista te o
zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda (NN 107/12; 88/14) bazenska voda definirana je kao "voda u
bazenima za plivanje, kupanje i medicinsku rehabilitaciju™ (9). Nadalje, "voda za punjenje jest voda u
bazenima koja se upotrebljava za prvo punjenje i dopunjavanje bazena" (9). Za punjenje bazena
najéesce se upotrebljava voda iz javnog vodoopskrbnog sustava. U upotrebi mogu biti i drugi izvori
poput akumulacije ki$nice, vode iz bunara ili morska voda. Morskom vodom naziva se voda iz mora i
oceana koja sadrzi znatne koli¢ine otopljenih soli. Koncentracija soli iznosi vi$e od 35g I"t. Morska
voda sadrzi kalcijeve i magnezijeve kloride i sulfate, koji je ¢ine vrlo tvrdom i izrazito slana okusa.
Ista se moze Koristiti za pi¢e nakon provedbe postupka desalinizacije. Voda za punjenje prije punjenja
bazena prolazi odgovarajuée tehnoloske pripreme. To su minimalna dezinfekcija s rezidualnim
ucinkom i korekcija pH vrijednosti (10).

1.3.1 Vrste bazena

Bazen je objekt koji moze biti izgraden od razliitih materijala, najcesce koristeni su metal,
plastika, stakloplastika ili beton. Oblik i dimenzije bazena mogu biti razlicite, bazeni mogu biti
smjesteni u otvorenom ili zatvorenom prostoru, ukopani ili postavljeni iznad povrsine, fiksni ili
mobilni, za privatnu ili javnu upotrebu, bazeni s grijanom vodom i bazeni sa podvodnim vodenim
mlazom. Bazen sluZi za umjetno zadrzavanje vode, za bavljenje vodenim sportovima, rekreaciju, u
terapeutske svrhe, te za relaksaciju u spa centrima, na putni¢kim brodovima i slicnim mjestima (10).
Vrsta bazena ovisi o obliku i dimenzijama, te o namjeni. Prema namjeni bazene mozemo podijeliti u
slijedec¢e skupine: privatni, djecji, javni, sportski, za vjezbu i plivanje, ,,hot tubs“, spa, morski, prirodni
i mnogi drugi. Najjednostavnija podjela bazena je na male, ¢ija tlocrtna povrsina vode iznosi do 200
m? i velike, sa tlocrtnom povrsinom ve¢om od 200 m?. Od znacaja za ovo istrazivanje nekoliko je
razlicitih vrsta bazena. Prema izvedbi grupirani su u nekoliko grupa, to su bazeni, masazne kade,
vodena igraliSta, spa zona ukljucujuci jacuzzi i whirpool bazene. Prema namjeni to su ve¢inom javni
bazeni u hotelima, zdravstvenim ustanovama ili $kolama i privatni. Javni bazeni najéesce se nalaze u
sklopu rekreacijskih centara u ¢ijem rukovodstvu se nalazi nekoliko razlicitih vrsta bazena. Naj¢esci
oblik takvih bazena je pravokutan sa razli¢itim dimenzijama ovisno o namjeni istoga. U sklopu vecih
rekreacijskih centara nalaze se Olimpijski bazen(i) za plivanje dimenzija 50x25 m, bazeni za skokove,
bazeni za vjezbu, djecji bazeni i drugi. Na Slici 3 prikazan je Olimpijski bazen koji se nalazi u sklopu
Bazena Kantrida (Rijeka).

Slika 3. Olimpijski bazen (Izvor: http://www.bloglasnik.net/veliki-gradovi/rijeka/besplatan-ulaz-na-
bazene-kantrida-za-sve-gradane-tijekom-listopada/ )
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Mogu biti vanjski ili unutarnji, sa sustavom za grijanje ili bez, te sa popratnim sadrzajima npr.
tobogan, skakaonice i sl. Ovi bazeni dostupni su na koristenje ljudima svih dobnih skupina i razli¢ite
fizicke spreme. U sklopu ovakvih centara o zdravlju i sigurnosti kupaca uz osoblje bazena tijekom
radnog vremena brinu i spasioci. Bazeni u sklopu hotela, $kola, zdravstvenih i slicnih ustanova mogu
se definirati i kao polu-javni. Pristup takvim bazenima imaju naj¢es$ce samo gosti ili ¢lanovi pojedine
ustanove. Oblik bazena odreden je potrebama i moguénostima pojedine ustanove.
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Slika 4. Primjer izvedbe whirpool bazena (Izvor: https://www.logic4training.co.uk/course/legionella-
treatment-managers-course/ )

Privatni bazeni manjih su dimenzija od javnih, najcesce 3,7x7,3 m. Ukopani pored kuce ili u
zatvorenom prostoru, montazni koji se najcesce uklanjaju nakon perioda koristenja. Vrucée kupelji
(engl. hot tubs) punjene s grijanom vodom Koriste se za relaksaciju ili u terapijske svrhe. Nazivaju se
razli¢itim nazivima medu kojima su spa bazeni (engl. spa pools), wirpool bazeni (engl. whirpool tubs),
whirpool spa ili jacuzzi, hidromasazne kade i sl. Voda se u vru¢im kupeljima zagrijava na temperaturu
iznad 30°C (11). Mlaznicama pumpe hladni zrak se pumpa u grijanu vodu pri ¢emu se u kadi stvaraju
mjehuriéi zraka. Navedeni uvjeti u vru¢im kupeljima uzrokuju stvaranje aerosola rasprSenog iznad
povrsine vode §to povecava rizik za razvoj infekcije legionelom. Whirpool bazeni su izvedba vruéih
kupelji namijenjena za jednokratnu, individualnu upotrebu. Najcesce se nalaze u kupaonicama hotela
ili u privatnom vlasnistvu. Naziv "jacuzzi" podrazumijeva prethodno opisane whirpool spa bazene,
naziv potjece od istoimenog americkog proizvodaca vodovodnih dijelova. Sadrzaj bazena se ne
mijenja nakon svakog korisnika, ve¢ voda cirkulira uz postupak proci$¢avanja. Premda je veéina
izvedbi ove vrste bazena dizajnirana za sjedenje, neke od izvedbi mogu ukljucivati i plivanje tijekom
boravka u bazenu. Plivanje u vru¢im kupeljima prakticira se u zdravstvenim ustanovama kod
fizikalnih terapija koje se provode u hidroterapeutskim kupeljima ili bazenima, ¢iji se sadrzaj prazni
iza svakog pacijenta. Izvedbe vruéih kupelji u koje se uvodi topla voda iz prirodnog geotermalnog
izvora nazivamo "prirodni-spa” (engl. "natural-spa"). Takvim vodama pripisuje se terapeutski ucinak,
zbog Cega se voda obraduje minimalnim tretmanom ili se ne obraduje kako se nebi umanjio njezin
ucinak. U literaturi se takoder spominju i bazeni za uranjanje (engl. plunge pools), koji se koriste u spa
zonama sa saunama za hladenje korisnika uranjanjem u negrijanu vodu nakon boravka u grijanim
bazenima ili sobama. U svrhu definiranja odrzavanja i ispitivanja navedeni se bazeni poistovjecuju sa
bazenima za plivanje (3, 12).

Pored ve¢ navedenih mogucih izvedbi bazena vazno je navesti i moguce izvedbe filtracijskih
sustava za proc¢i§¢avanje i tretiranje vode. Tip izvedbe ovisi o koli¢ini vode, namjeni bazena i
kapacitetu kupaca. Prema podacima projektanta bazena i proizvodaca bazenske opreme "bazeni
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eurostil", razlikujemo skimmerski i preljevni tip bazena. Skimmerski tip koristi se za bazene do 200 m?
sa manjim kapacitetom. "Nacin obrade vode je slican efektu rijeke s ciljem ¢iS¢enja povrSine vode, tj.
voda iz mlaznica ispire povrSinu vode koja utjece u otvor na jednoj bo¢noj strani Skoljke (tzv.
skimmer), najéesce u smjeru duze osi bazena." Izvedba sustava je vrlo jednostavna. Funkcionalni
sustav ukljucuje najosnovniju opremu, odrzavanje je jednostavno i ne zahtjeva stru¢no osposobljeno
osoblje. Preljevni tip upotrebljava se kod javnih bazena s ve¢im kapacitetima zapremnine vode i ve¢im
brojem korisnika. Povr§ina bazenske vode je u razini s okolnom bazenskom povr§inom. "Mlaznice su
smjeStene na dnu bazena i voda struji od dna bazena prema povrsini i predstavlja najpravilniji i
najefikasniji nacin prostrujavanja vode kroz bazen. Voda se preljeva preko ruba bazena i utjece u
preljevni kanal, po ¢emu je takav nacin proci§cenja i dobio ime." SloZenija konstrukcija i odrzavanje
zahtijevaju stru¢no osposobljeni kadar (13). Pojedine vrste bazena imaju karakteristike temeljem kojih
se razlikuju od drugih navedenih vrsta. Te karakteristike takoder odreduju specifi¢nosti upotrebe kao i
razlike u odrzavanju. Svaka od tih karakteristika odnosno razli¢itosti moze predstavljati i potencijalni
rizik za zdravlje korisnika, koji treba uzeti u obzir.

1.4 Preventivne mjere

Prije odredivanja preventivnih mjera potrebno je izvrsiti analizu stanja. Podaci bitni za analizu
stanja su identifikacija rizika ili opasnosti, analiza u¢estalosti pojave opasnosti, posljedice nastale
opasnosti. Analizom i propisivanjem preventivnih mjera, razvoja infekcije bakterijama iz roda
Legionella, uz mnoge druge zadace od epidemioloskog znacaja, bave se ve¢ spomenute organizacije i
agencije na nacionalnoj, medunarodnoj i globalnoj razini. To su: HZJZ sa pripadnim epidemioloskim
sluzbama zupanijskih Zavoda za javno zdravstvo (kratica ZZJZ) na podru¢ju RH, na prostoru
Europske Unije ESCMID, EWGLI, ESGLI, ECDC s mrezom ELDSNet, te na globalnoj razini WHO i
CDC. Pojavnost legioneloza moze se zna¢ajno smanjiti mjerama efektivne kontrole te se iz tog razloga
ulazu znacajni napori za otkrivanje i uklanjanje izvora moguce zaraze.

1.4.1 Identifikacija i procjena rizika

Kod procjene rizika vazno je identificirati opasnost, "Sto bi moglo poéi po zlu?". Nakon §to se
izvor opasnosti definira, odreduje se moguénost za nastajanje odnosno ucestalost pojave, "Kolika je
mogucnost za taj dogadaj?". I na posljetku analiza posljedica, "Koje posljedice taj rizik uzrokuje?".
Cilj procjene rizika je smanjiti moguénost nastajanja predmetne pojave na najmanju moguéu razinu.
Pri procjeni rizika odreduje se i prioritet reagiranja, na temelju kojeg se odredenoj opasnosti pristupa
sa ve¢im znacajem, zbog ozbiljnosti posljedica koje uzrokuje. Pri procjeni rizika potrebno je sastaviti
multidisciplinarni tim struénjaka iz relevantnih podrudja, koja na neki na¢in utje¢u na kontrolu istoga.
Primjerice pri procjeni rizika za nastajanje infekcije uzrokovane bakterijom Legionella pneumophila u
bazenu za javnu upotrebu u tim struénjaka mogu se ukljuciti; epidemiolog, mikrobiolog, doktor
medicine, inzenjer gradevine, sanitarni inZenjer, kemicar i voditelj bazena. EWGLI u svom tehnickom
vodicu preporucuje smjernice i popis zadaca za lakSe provodenje procjene. Za procjenu rizika i
provodenje preventivnih mjera zaduzene su odgovorne i osposobljene osobe. Prilikom procjene rizika
potrebno je voditi evidenciju, kako pri samom donosenju odluke o postupcima upravljanja rizicima,
tako i pri provedbi istih. Odgovorna osoba mora odrediti i osigurati postupke upravljanja rizicima, koji
¢e pri implementaciji biti u¢inkoviti i sigurni, odnosno bez ugrozavanja zdravlja osoblja koje ih
provodi. Osoblje koje provodi zadane postupke mora biti odgovarajuce educirano, osposobljeno,
iskusno i informirano. Primijenjeni postupci moraju biti neskodljivi za sustav u kojem se primjenjuju,
kao i za korisnike tog sustava. Takoder, potrebno je predvidjeti nedostatke u provedbi navedenih
postupaka, te osmisliti i osigurati na¢in postupanja kod pojave nedostataka (11). U bazenskim vodama



razlikujemo nekoliko karakteristicnih uvjeta koji mogu utjecati na nastajanje opasnosti u sustavu. Pri
kontroli i rukovanju vodom razlikuju se uvjeti ¢uvanja hladne i tople vode. Hladna i topla voda
dopremaju se odvojenim sustavima, iz odvojenih spremnika. Temeljem temperaturnih zahtjeva hladna
voda pohranjuje se na temperaturi nizoj od 20 °C, uz osiguravanje da se temperatura vode odrzi ispod
navedene vrijednosti i tijekom prolaska kroz sustav do krajnjeg cilja ili korisnika. U spremnicima
hladna voda moze povremeno biti kontaminirana legionelom prispjelom iz izvora vode za ljudsku
potro$nju. Kontaminacija je u veéini slucajeva zanemariva, jer se radi o malom broju bakterija koje
nemaju pogodne uvjete za rast i razmnozavanje. Prisutne legionele razmnozavati ¢e se u uvjetima
stagnacije vode u sustavu, poviSene temperature i prisutnosti odgovarajucih nutrijenata. Stoga, zbog
povisene temperature u spremnicima i sustavu za toplu vodu postoje pogodniji uvjeti i veci rizik od
razvoja legionela. 1z tog se razloga temperatura vode u sustavu tople vode odrzava najmanje na 50-55
°C, optimalno na 60 °C. Uz navedene temperaturne uvijete pri planiranju i izvodenju navedenih
sustava tezi se izgraditi ih u veli¢inama koji ¢e odgovarati dnevnim potrebama kako nebi dolazilo do
stagnacije vode u spremnicima. Preduvjet za zdravstveno ispravnu vodu je siguran i zdravstveno
ispravan sustav,koji omoguéava postizanje optimalnih radnih uvjeta (14). U pravilniku (NN 107/12;
88/14) navedene su higijenske mjere uklopljene u kupalisni red, koje predstavljaju obavezne postupke
prije ulaska u bazensko kupaliste. Ponasanje korisnika, odnosno kupaca, ima veliki utjecaj na
mikrobioloske uvjete u bazenskoj vodi. Kupaci na sastav vode utjeéu svojim ulaskom i boravkom u
vodi, pri ¢emu unose odredene tvari u vodu, kao i vrstom aktivnosti koju provode tijekom kupanja.
Vecina tvari dospijeva u vodu otapanjem s koze. Tu se naj¢escée radi o necistocama s koze,
kozmetickim preparatima, znoju i urinu. Iz navedenih izlu€evina, znoja i urina oslobadaju se znacajne
koli¢ine dusi¢nih spojeva. Analizom bazenske vode o€itava se niska koncentracija uree i amonijaka
koji predstavljaju najvece izvode dusika u urinu. Medutim, o¢itavaju se znac¢ajne koncentracije
derivata amonijaka nastalih u reakcijama s klorom i dusikom. Iz navedenog se zakljuc¢uje da u vodi
dezinficiranoj klorom dolazi do degradacije uree u reakciji sa klorom (15). Legionele za svoj rast i
razmnoZavanje od anorganskih tvari zahtijevaju prisustvo Zeljeza. Zeljezo u vodu dolazi nizom
reakcija,primjerice redukcijom spojeva sa Zeljezom pod utjecajem organske tvari u raspadu, iz izvora
mineralnih tvari, iz organske tvari, iz Zeljeznih cijevi i Zzeljeznih gradevina korozivnim djelovanjem
kiselina u vodi. Stvaranju biofilmova pogoduju hranjivi nutrijenti (organski i anorganski materijali)
koji poti¢u rast i razmnoZavanje legionela, kemijski elementi u tragovima, metalnioksidi i
hidroksioksidni spojevi, tvrdo¢a vode, vodeni kamenac i sli¢ne tvari prisutne u vodi. Biofilm je
strukturna zajednica stanica mikroorganizama (sastavljena od protozoa, ameba, bakterija i algi) koje se
pricvrséuju na povrsinu, medufazu ili nesto drugo. Mikroorganizmi u biofilmu pokazuju drugacije
osobine u odnosu na slobodne mikroorganizme iste vrste. Pod utjecajem zajednice javljaju se
drugacije fenotipske i genske karakteristike, promjene u transkripciji gena (16) koje bakterijama
omogucuju bolju zastitnu funkciju od antibiotika i kemijskih dezinfekcijskih sredstava. Bakterije
stvaraju biofilmove pri¢vrs¢ujuéi se na povrsinu u vodenom okolisu pomocu velike koli¢ine bioloske
mase (supstrata). Mikroorganizmi su u zajednici biofilma i mehanicki zasticeni, kao posljedica
medusobne povezanosti mikroorganizama i ireverzibilne povezanosti sa supstratom. Njihovom
nastanku, razvoju i stabilnosti pogoduju hrapave povrsine, pa se biofilmovi mogu naci na podruc¢jima
u sustavu gdje je korozija zahvatila materijal. Svojim nastankom i uvjetima koje stvara, biofilm
uzrokuje promjene u okoli$u pogodne za njegov opstanak i Sirenje. Primjerice, uzrokuje daljnju
koroziju materijala. Biofilmovi u sustavu mogu nastati na razli¢itim mjestima i na razli¢itim
materijalima. Najcesc¢e nastaju na mjestima poput stjenki vodosprema i cjevovoda, rubnim i slijepim
zavrSecima cijevi, T-profilima, armaturi, filterima, mreZicama na slavini, rozetama na glavi tusa i sl.
(14). lako nutritivno zahtjevna, legionela na ovaj nacin, unutar biofilma moze obitavati i u inace
nepovoljnim uvjetima. Stoga je za eliminaciju izvora zaraze potrebno obratiti paznju i na one sustave
koje ne smatramo nutritivno pogodnima za njezino obitavanje. Stoga, bazen i bazenski prostor moraju
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biti izvedeni od materijala koji ne utjecu na fizikalna, kemijska i mikrobioloska svojstva vode i ne
smiju biti korozivni. Uz rizike izvora bakterija i karakteristika okolisa u kojima one obitavaju vazno je
spomenuti i moguce nacine inficiranja. Naj¢esci nacin infekcije legionelama je inhalacija aerosola, no
do infekcije moze doéi i aspiracijom prilikom ingestije infektivnog sadrzaja. Sto dovodi do zakljucka
da do infekcije moze doéi prilikom rekreacije (plivanje), kupanja, no i samog zadrzavanja u bazenu,
vreloj kupelji, prirodnim bazenima i sli¢énim izvedbama bazena. Iako predstavlja samo jedan od
mogucih nacina inficiranja legionelozom, ovaj nacin potrebno je posebno istaknuti zbog provodenja
kvalitetnih i ucestalih preventivnih mjera. Vecina prijavljenih slu¢ajeva infekcije nastala je prilikom
boravka u vrelim kupeljima ili prirodnim termama.

1.4.2 Upravljanje rizicima

Upravljanje rizicima obuhvaca prethodno opisanu identifikaciju i procjenu rizika, na temelju
koje se odreduju postupci djelovanja za kontrolu istih, te primjenu, unapredenje i monitoring. O svim
navedenim postupcima potrebno je voditi evidenciju. Za upravljanje i kontrolu rizika zaduZena je
odgovorna osoba. Procjena rizika predvida nacin, u¢estalost i materijale za provedbu potrebnih
postupaka. Osnovni postupci koji se provode u svrhu prevencije su razni postupci ¢iséenja,
dezinficiranja, te mikrobiolo§ki monitoring. Pravilnikom (NN 107/12; 88/14) su propisane obavezne
mjere i nacin postupanja za vlasnike i odgovorne osobe na bazenima i bazenskim kupalistima koji su
obuhvaceni tim Pravilnikom. Mjere se odnose na odabir odgovarajuéih gradevnih materijala,
opremanje bazenskog kupalista potrebnom sanitarnom i tehnickom opremom, imenovanje odgovorne
osobe za pojedinu zadacu i definiranje njezinih obaveza, vrsta dokumentacije koju vlasnik mora
posjedovati, evidencije i analize koje se moraju voditi, pravila i ponaSanje u izvanrednim situacijama i
sl.

1.4.2.1 Postupci ¢is¢enja

Uz provodenje postupaka ¢iS¢enja bazena vrlo je vazno provoditi ¢iS¢enje i pranje okolnog
bazenskog prostora. Postupak ¢is¢enja odreduje vlasnik bazena. Na dnevnoj bazi bazen se mehanicki
Cisti tijekom rada uz pomo¢ podvodnih Cistaca, pri éemu se iz bazenske vode uklanjaju neéistoce.
Jednom tjedno provodi se ¢iséenje svih povrsina bazena. Ciséenje se obavlja na kraju radnog dana, a
po potrebi i tijekom radnog vremena. Preporuca se kompletno pranje svih bazenskih povr§ina nakon
ispusta bazenske vode najmanje jednom godiSnje,a po potrebi i vise puta.

1.4.2.2 Postupci dezinfekcije

Dezinfekcija bazena provodi se u svrhu prevencije nastajanja bolesti koje uzrokuju bakterije,
virusi i drugi mikroorganizmi prisutni u vodenom mediju. lako karakteriziran intenzivnim kemijskim
se koriste natrijevhipoklorit u teku¢em stanju, kalcijevhipoklorit i tzv. organski klor u obliku tableta ili
granula. Klor je zuto-zeleni plin reskog mirisa. Otrovan je, upotrebljavao se kao bojni otrov, plin
zagusljivac. On je jaki oksidans, u vodi se hidrolizira do hipoklorne kiseline (HOCI). Nastala
hipoklorna kiselina (HOCI) je slaba kiselina koja moze disocirati na vodikov ion (H*) i hipokloritni
ion (OCI").

Cl, + H,O — HOCI + H* + CI

HOCI < H" + OCI
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Relativni odnosi hipoklorne kiseline (HOCI) i hipokloritnog ion (OCI") ovise o pH, a vrlo su bitni za
efikasnost postupka, obzirom da je poznato da je dezinfekcijski u¢inak hipoklorne kiseline (HOCI)
znacajno veci u odnosu na hipokloritni ion (OCI").

U vodenoj otopini natrijeva hipoklorita odvija se reakcija u kojoj takoder nastaje hipoklorna kiselina.
Pri pH vrijednosti vode u rasponu od 6,5-8,5 ova reakcija je nepotpuna stvarajuéi u vodi istovremeno
prisutne ione hipoklorida (OCI") i hipoklornu kiselinu (HOCI) znacajne za dezinfekciju.

NaOCl + H,O — Na*+ HOCI + OH"
HOCI < H" + OCI

Klor i klorni preparati djeluju na stanicu mikroorganizma na nacin da oStecuju stani¢nu stjenku
uzrokujuéi smrt stanice ili ulaskom u stani¢nu stjenku djeluju na enzime na stani¢noj stjenki
uzrokujuéi disfunkciju njezine zastitne uloge. Ispravno doziranje odreduje se temeljem ukupnog
volumena vode u bazenu, potrebe vode za klorom i rezidualnim klorom. Potreba vode za klorom je
koli¢ina klora izrazena u mg 1! kojeg je potrebno dodati vodi do pojave rezidualnog klora. Rezidualni
klor je koncentracija klora izrazena u mg 1" koja je zaostala u vodi kao visak nakon reakcije klora s
tvarima koje se mogu oksidirati u vodi (17).

Kod dezinfekcije je vazno pratiti razinu slobodnog klora koja odreduje rezidualni ué¢inak
dezinficijensa. Prisustvo rezidualnog klora ostvaruje se dodavanjem klora u vodu do pojave
orijentacijske doze rezidualnog klora od 0,5-1,0 mg I** vode. Koncentracija rezidualnog klora niza od
0,5 mg It vode dostatna je i adekvatna kod kombinirane dezinfekcije klornog preparata s ozonom ili
UV dezinfekcije. Pravilnikom o sanitarno-tehnic¢kim i higijenskim uvjetima bazenskih kupalista te o
zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda (NN 107/12, 88/14) propisana je maksimalna razina
koncentracije slobodnog klora u bazenskoj vodi koja ne smije biti visa od 1,02 mg po litri vode. Prema
WHO, za provedbu dezinfekcije u vru¢im kupeljima zbog specifi¢nih uvjeta povremeno je potrebna
primjena visih koncentracija rezidualnog klora u odnosu na koncentracije propisane Pravilnikom,
odnosno 2-3 mg I*. Kontaktno vrijeme potrebno za djelovanje klora i klornih preparata minimalno je
30 minuta. Uz kontinuirano kloriranje bazenske vode, potrebno je provoditi i postupke ¢is¢enja
bazena, zamjenu vode u bazenu, a efikasnost ovih mjera kontrolirati povremenim ispitivanjem
kakvoce bazenske vode i sl. UCestalost provedbe ovih postupaka zavisi o ucestalosti upotrebe i
kapacitetu bazena. Bazenska voda temperature od 25 °C idealno je staniSte za razvoj
mikroorganizama, no s porastom temperature pospjesuje se i djelovanje dezinficijensa. U nekim
bazenima temperatura je i viSa od 25 °C. Visa temperatura vode, poviSena temperatura zraka, kao i
prisutnost velikog broja kupaca utjecu na povisenje broja mikroorganizama u vodi koji se u takvim
uvjetima eksponencijalno razmnozavaju. Dezinfekcija vode predstavlja znacajan postupak poveéanja
sigurnosti kupaca. Osnovni preduvjet za uspjesnu dezinfekciju je odgovaraju¢a pH vrijednost vode.
Najbolja u¢inkovitost dezinfekcije postize se u rasponu vrijednosti pH vode od 7,0 — 7,6, kada se u
vodi nalazi ucinkovita koli¢ina reaktivnog oblika dezinficijensa. Vrijednost pH ispod 7,0 ima kiselu
reakciju, uzrokuje strukturne promjene metalnih materijala u kontaktu s takvom vodom. Porast pH
vrijednosti iznad 7,6 ima luZnatu reakciju, koja uz promjene u vodi i materijalima u doticaju kod
kupaca uzrokuje svrbez koze i peenje ociju, a ukoliko se popije moze uzrokovati gastrointestinalne
tegobe. pH vode je najcesce u porastu pod djelovanjem necistoca iz okoline i od kupaca, te tvrdoce
vode. Pri vi§im vrijednostima pH smanjuje se uéinkovitost dezinficijensa, te je kao bitan preduvjet za
ucinkovitu dezinfekciju a time 1 €istu bazensku vodu potrebno pratiti vrijednost pH vode, te je po
potrebi korigirati (18). Kod dezinfekcije hidromasaznih kada zbog visoke temperature vode dolazi do
rasprSivanja klora u obliku aerosola pri ¢emu se oslobada intenzivan neugodan kemijski miris. Zbog
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navedenog, preporuka je upotrebu klora zamijeniti preparatima na bazi broma ili dezinfekciju
provoditi ozonom. Karakteristike oba navedena postupka opisane su u podpoglavlju "Ostala sredstva
za dezinfekciju". U slu¢ajevima kada su koncentracije rezidualnog klora vece od propisanih, pri ¢emu
takoder nastaje neugodan miris po kloru, uobicava se provesti dekloriranje. Dekloriranje se moze
provesti upotrebom aktivnog ugljena, natrijevog sulfita, ili alternativnih metoda primjerice
provjetravanjem, vitaminom C i vinobranom. Uz nastajanje neugodnog mirisa, upotrebu klora u svrhu
dezinfekcije vode karakterizira i nastajanje kancerogenih trinalometana (kratica THM). THM su
kloroform (CHCIs), diklor metan (CH2Cly), dibromklor metan (CHCIBTr2) i bromoform (CHBYr3).
Nastaju u reakciji klora s organskim tvarima u vodi, to¢nije huminskim kiselinama prirodno prisutnim
u sirovoj vodi. WHO nije propisala maksimalno dopustenu koncentraciju THM, ve¢ preporuca granicu
odrediti temeljem procjene rizika. U Republici Hrvatskoj je u vodi za pi¢e dozvoljeno 100ug I, a
preporuka Ministarstva zdravstva za bazensku vodu takoder je 100 pg I"(19). Pored organskih tvari
klor u vodi reagira i s amonijakom, fenolima, bromom i drugim tvarima, uzrokuju¢i nastanak Stetnih
spojeva i vecu potrosnju klora. Vecu potros$nju takoder uzrokuje neodgovarajuca vrijednost pH koja
smanjuje ucinkovitost klora. Pored navedenih negativnih posljedica primjene klora, kao prednost za
istaknuti je jednostavnost rukovanja ovim dezinfekcijskim sredstvom. Ostale prednosti su jednostavna
nabava, skladiStenje rezervnih koli¢ina, moguénost transporta, doziranje i mjerenje koncentracije, a uz
primarno unistenje mikroorganizama prednost su i oksidacija organskih i anorganskih tvari, te
suzbijanje stranih okusa i mirisa vode.

1.4.2.3 Hiperkloriranje

Hiperkloriranje ili Sok tretman vode kloriranjem primjenjuje se kod provedbe ¢is¢enja bazena,
te u slucaju mikrobioloskog onecis¢enja bazenske vode. Hiperkloriranje se postize deseterostrukom
koli¢inom dezinficijensa, u odnosu na onu koja se upotrebljava kod kontinuirane dezinfekcije.
Potrebna doza za kloriranje vode za pi¢e je 2 g po kubnom metru (m?) vode ili 2 mg I, dok se kod
postupka hiperkloriranja primjenjuje doza od 20 g po kubnom metru (m®) vode. Hiperklorirana voda
treba odstajati u bazenu, najmanje 24 sata, kako bi se postigao Zeljeni u¢inak dezinfekcije (17). Takva
voda ne smije se koristiti za kupanje, zbog ¢ega se nakon njezinog ispustanja bazen ponovno puni,
¢istom vodom. Hiperklorirana voda se prije ispustanja u odvod po potrebi neutralizira.

U procesu hiperkloriranja bazena u cilju provedbe detaljnije godisnje dezinfekcije, ono se
provodi koncentracijom slobodnog rezidualnog klora (kratica SRK) od 50 mg I u trajanju od 2-4 sata
kroz cijeli proto¢ni sustav bazenskog kupalista. Tijekom hiperkloriranja potrebno je odrzavati
koncentraciju SRK iznad 30 mg I tijekom cijelog postupka. Po isteku kontaktnog vremena, iz sustava
se hiperklorirana voda ispusta te se sustav ispire. Smatra se da je ucinkovito ispiranje provedeno kada
se koncentracija SRK smanji na vrijednost nizu od 0,5 mg 1" (20). Kontinuiranom dezinfekcijom
osigurava se odrzavanje mikrobioloski ispravne vode za kupanje. Kao $to se moze zakljuciti iz gore
opisana dva primjera, postupak hiperkloriranja moze se provoditi primjenom vise razli¢itih
koncentracija SRK. Postupak hiperkloriranja ovisi o proizvodacu dezinfekcijskog sredstva, te je
iznimno vazno pridrzavati se postupka propisanih od proizvodaca. Takoder je vazno pridrzavati se
mjera zastite zbog toksi¢nog utjecaja dezinfekcijskih sredstava. Iz tog se razloga za provodenje
postupka hiperkloriranja angaziraju ustanove ovlastene za preventivnu dezinfekciju uz adekvatan
nadzor (20).

1.4.2.4 Ostala sredstva za dezinfekciju

Osim sredstvima na bazi klora dezinfekcija se moZe uspjes$no provoditi i uz pomo¢ uredaja za
dezinfekciju, poput generatora ozona, UV lampi, ionizatora i sl. No uz njihovu je primjenu takoder
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potrebno koristiti kemijske dezinficijense, obzirom da navedeni uredaji ne osiguravaju rezidualno
djelovanje (21). Uz najéesce primjenjivano kemijsko sredstvo klor, kemijski postupak dezinfekcije
vode moze se provoditi i ozonom.

Ozon (Os3) je alotropna modifikacija kisika, vrlo toksi¢an plin. Ozon je snaZzan oksidans, zbog
cega predstavlja jedno od najboljih kemijskih sredstava za dezinfekciju. Upotrebom ozona dolazi do
potpune dezinfekcije vode, pa i inaktiviranja virusa. Djelovanje ozona se zasniva na njegovoj
nestabilnosti pri ¢emu se raspada na dvoatomni kisik (O2) i atom kisika. Oslobodeni atom kisika ima
jako oksidacijsko svojstvo, koje se o€ituje kao antimikrobno pri djelovanju na protoplazmu
organizama u vodi unistavaju¢i ih. Baktericidan u¢inak postiZe se sa koncentracijom od 2-4 mg I,
kroz kontaktno vrijeme od 4-10 minuta. Uzrokuje oksidaciju i razgradnju organskih i anorganskih
tvari, primjerice oksidaciju mangana (Mg) i Zeljeza (Fe). No za razliku od klora, pri njegovoj se
primjeni ne stvaraju trihalometani, nema neugodnog mirisa niti toksi¢nog djelovanja. Pobolj$ava okus
i miris vode ne mijenjajuci njezin mineralni sastav, te uklanja boju vode. Ozon za dezinfekciju se
proizvodi industrijski iz kisika podvrgnutog elektricnom praznjenju. Propustanjem struje suhog kisika
ili suhog i Cistog zraka izmedu dvije elektrode pod visokim naponom nastaje triatomski oblik.
Nedostaci dezinfekcije ozonom su veliki investicijski i pogonski troskovi, koji su i do tri puta skuplji
od onih kod dezinfekcije klorom. Rukovanje ozonom je opasno, ima veliku korozivnu mo¢. Takoder,
znacajan nedostatak je nepostojanje rezidualnog ozona, zbog ¢ega postoji mogucénost naknadne
kontaminacije vode u sustavu, te ga je potrebno kombinirati s upotrebom klornog preparata

Brom je kemijska tvar ¢iji se preparati koriste za provedbu dezinfekcije. Preparati na bazi
broma upotrebljavaju se kao supstitucijsko sredstvo za preparate na bazi klora, zbog neugodnog mirisa
koji se §iri isparavanjem iz tople vode tretirane klornim dezinficijensom. Brom je sli¢an kloru, ali
nesto manje reaktivan. Brom je pri sobnoj temperaturi u teku¢em stanju, na temperaturi oko 60 °C
prelazi u otrovne pare koje izazivaju iritacije. Reakcija broma sa vodom odvija se sukladno prikazanoj
jednadzbi:

H.O + Br,— HOBr + H* + Br-
HOBr « H* + OBr

1z prikazane formule disocijacije broma u vodi vidimo da je princip reakcije isti kao kod primjene
klornog preparata. Brom u reakciji sa vodikom iz vode stvara bromovodi¢nu kiselinu i hipobromidnu
kiselinu. U¢inkovitost ovih preparata opada pri pH vrijednosti 8,5. Idealna vrijednost pH krece se od
7,2-8,0. Koncentracija rezidualnog broma u bazenskoj vodi nebi trebala biti visa od 4 mg 1%, au
vruéim kupeljima od 5 mg 1 (14). lako pogodni zbog uginkovitosti preparati na bazi broma nisu prvi
izbor kod odabira dezinficijensa. Brom je rjedi element u prirodi $to uzrokuje visu cijenu sirovine, no
granice upotrebe su uze i zbog vece fizioloske aktivnosti. Nadrazljivac je organoleptickih organa, te
moze uzrokovati posljedice na sredi$nji zivéani sustav i ostecenja na diSnim organima (22).

Fizikalni postupak dezinfekcije vode je UV dezinfekcija. Princip provedbe je tretiranje tankog
sloja ¢iste vode UV zraenjem valne duljine 200-295 nm, kroz vrijeme kontakta od 0,5 do 5 sekundi.
Maksimalna djelotvornost se postize na valnoj duljini od 260 nm. Princip baktericidnog djelovanja
zasniva se na razaranju protoplazme bakterijskih stanica,sto uzrokuje njihovu smrt. Prednosti
dezinfekcije UV lampama su jednostavno rukovanje, mala potro$nja energije, bez maksimalno
dopustenih koncentracija, bez utjecaja na kemijski sastav vode. Nedostaci su mogucnost naknadne
kontaminacije vode, manjak pouzdanih mjera kontrole pokazatelja u¢inkovitosti dezinfekcije, brzo
trosenje UV lampi. Zbog navedenih nedostataka ova metoda je u upotrebi za dezinfekciju malih
koli¢ina vode s izravnom upotrebom.
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1.4.3 Bakterioloska analiza bazenske vode

Za punjenje bazena kao $to je ve¢ opisano u podpoglavlju "Bazenska voda" u veéini sluc¢ajeva
se koristi voda za ljudsku potro$nju dostupna iz javnog vodoopskrbnog sustava. Voda iz
vodoopskrbnog sustava podlijeze analizi pokazatelja temeljem "Pravilnika o parametrima sukladnosti i
metodama analize vode za ljudsku potrosnju" pod oznakom NN 125/2013, 141/2013, 128/2015. lako
je voda prethodno analizirana temeljem navedenog Pravilnika, nakon punjenja u bazen, zbog
karakteristi¢nih uvjeta u bazenskom okoliSu javlja se potreba za ispitivanjem prema kriterijima
Pravilnika koji definira kriterije bazenske vode (NN 107/2012, 88/2014). Ispitivanje kakvoce bazenske
vode posebice je vazno zbog moguée prisutnosti, te rasta i razmnoZavanja bakterija iz roda Legionella,
¢ija ispitivanje nije propisano temeljem Pravilnika NN 125/2013, 141/2013, 128/2015. Pravilnikom
(NN 107/2012, 88/2014) se utvrduju: sanitarno tehnicki uvjeti kojima moraju udovoljavati bazenska
kupalista, zdravstvena ispravnost bazenske vode, vrsta i obim analiza uzoraka bazenske vode,
analitiCke metode te vodenje evidencije rada bazenskog kupalista (9).Odredbe Pravilnika (NN
107/2012, 88/2014) ne odnose se na vodu bazena za kupanje koja je u vlasnistvu gradana, a nije za
javnu uporabu; bazene koji koriste vode specifi¢nog sastava, a koje imaju medicinsku indikaciju (npr.
termalne vode, sumporne vode i druge vode s dokaznim terapijskim svojstvima), te na saune,
hidromasazne kade, lagune, proto¢ne bazene i vodene tobogane s morskom vodom. Vrijednosti
pokazatelja ispitivane bazenske vode moraju odgovarati vrijednostima fizikalnih, kemijskih i
mikrobioloskih pokazatelja bazenske vode propisanim u Prilogu 1. ovog Pravilnika prikazanim u
Tablici 1. Najveca dopustena vrijednost koncentracije Legionella pneumophila u bazenskoj vodi je <1
cfu/100 ml sa napomenom: "U bazenima s mijeSanjem vode i/ili u bazenima kod kojih se moze
stvarati aerosol, ako je temperatura vode u bazenu > 23 °C." (9).

Tablica 1Uvjeti za bazensku vodu propisani Pravilnikom o sanitarno-tehnickim i higijenskim uvjetima
bazenskih kupali$ta te o zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda (NN 107/12; 88/14) (9)

Broj Pokazatelj Jedinica Vrijednost
Bazenska voda
min. | max.

1 | Mikrobiologki

1.1 | Pseudomonas aeruginosa cfu/100 ml - <1

1.2 | Escherichia coli cfu/100 ml - <1

1.3 | Legionella pneumophila cfu/100 ml - <1l=*

1.4 | Staphylococcus aureus cfu/100 ml - 100 **

1.5 | Ukupan br. aer. bakterija pri 37 °C/48 h | cfu/ml - 200

2 | Fizikalno - kemijski

2.1 | Boja— metoda SM2120C mg/l Pt/Co skale | - 20

2.2 | Mutnoca NTU - 4.0

2.3 | pH vrijednost

a) slatka voda - 6,5 9,0
b) morska voda - 6,5 9,0
¢) prirodna mineralna voda - 6,5 9,0

2.4 | Elektri¢na vodljivost uS/cm - -

2.5 | Oksidativnost kao O2 mg/l - 50

2.6 | Slobodni Klor3 mo/l - 1,02

2.7 | Trihalometani (ukupni) pg/l - 100

2.8 | Klor dioksid4 mg/l 0,2 0,3

* U bazenima s mijeSanjem vode i/ili u bazenima kod kojih se moze stvarati aerosol, ako je
temperatura vode u bazenu > 23 °C.
** U bazenima s morskom vodom. Pokazatelj se ne odreduje u bazenima sa slatkom vodom.
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Nastavak opisa oznaka sa prethodne stranice koje opisuju zna¢enja vrijednosti iz Tablicel:

1: Preporuca se odgovornoj osobi ru¢no mjerenje vezanog klora

2: Iznimno su za ograni¢eno vrijeme radi ispunjavanja sukladnosti s propisanim mikrobioloskim
pokazateljima zdravstveni zahtjevi za bazenske vode dozvoljene vise koncentracije, ali koncentracija
slobodnog klora ne smije biti iznad 1,2 mg/I.

3: Samo kod odgovarajuée tehnoloske pripreme vode.

Uzorak bazenske vode ¢iji parametri udovoljavaju propisanim vrijednostima smatra se zdravstveno
ispravnim.

Prilogom 2. ovog Pravilnika propisuju se metode za ispitivanje vode za kupanje. Od mikrobioloskih
pokazatelja za ovo istrazivanje su znacajni parametri ukupan broj bakterija (kratice: UBB) i Legionella
pneumophila.

Za parametar ukupan broj aerobnih bakterija na 37 °C kroz 48h za bazenske vode najvi$a dopustena
granica iznosi 200 cfu ml™. Ukupni broj bakterija je pokazatelj efikasnosti dezinfekcije vode i op¢ih
higijenskih uvjeta u sustavu.

Za detekciju mikrobioloskog pokazatelja — Legionella pneumophila predloZena je metoda
koncentriranja uzorka membranskom filtracijom ili centrifugiranjem, nakon ¢ega se pripremljeni
uzorak nasaduje na odgovarajucu selektivnu podlogu, te se vrsi identifikacija sumnjivih kolonija.
Pravilnikom je takoder dozvoljeno predlozene analiticke metode zamijeniti primjenom akreditiranih
metoda koje su validirane internim i medulaboratorijskim ispitivanjima. Metoda koriStena u ispitivanju
uzoraka obradenih u ovom diplomskom radu je standardizirana metoda HRN EN ISO 11731:2000,
membranska filtracija i inokulacija selektivne hranjive podloge ¢iji su postupci detaljno opisani u
poglavlju "Materijali i metode", podpoglavlju "Laboratorijska analiza”.

Legionela je kao ubikvitaran mikroogranizam stalno prisutna u vodi iz prirode, no njezina
koncentracija u uzorku vode ponekad je preniska da bi se bakterija detektirala standardnim metodama.
Pri obradi takvih uzoraka potrebno je ukoncentrirati vodu postupcima ukoncentriravanja ili filtracije.
Takoder je vrlo bitno smanjiti popratnu mikrofloru, koja ometa detekciju legionela iz uzorka.
Inhibicija popratne kompetitivne mikroflore vrsi se toplinskim tretmanom ili upotrebom kiseline.
Toplinski tretman provodi se u termostatu na temperaturama u rasponu od 50 — 60 °C kroz period od
20 do 30 minuta. Tretman kiselinom provodi se pri pH=2,2 kroz 5 minuta. Uzorci se prenose na
hranjive podloge. Hranjiva podloga je prirodni ili umjetni medij za uzgoj mikroorganizama, u kojem
oni rastu hraneci se tvarima potrebnim za sintezu stani¢nih sastojaka i proizvodnju energije. Sastav
hranjive podloge bitno se razlikuje, ovisno o nutritivnim zahtjevima bakterije koju Zelimo uzgojiti.
Izborom sastava podloge mozemo selektivno olaksati ili otezati, pa i sprijeciti rast odredenih
mikrobnih skupina. Pravilnim izborom sastava hranjive podloge olakSava se selekcija, identifikacija,
klasifikacija, ocjenjivanje patogenosti, neskodljivosti odredene vrste mikroorganizma. Kao §to je ve¢
prethodno istaknuto, legionela ima specifi¢ne nutritivne zahtjeve, ne pokazuje porast na uobic¢ajenim
hranjivim podlogama (4). Krvni agar (KA) u sluc¢aju analize uzorka vode na legionelu koristi se U
svrhu odredivanja ukupnog broja bakterija. KA je prirodna, kruta diferencijalna hranjiva podloga koja
sadrzi krv odredene Zivotinje. Ova se podloga jos koristi za izolaciju bakterija koje za svoj rast
zahtjevaju hemoglobin, te se koristi za detekciju hemoliticke aktivnosti (23).

Za svoj rast i razmnozavanje legionela iz okoline, u ovom sluc¢aju medija trosi dostupne
koli¢ine zeljeza i aminokiselina. Legionela raste na hranjivim podlogama koje su obogacene zeljezom
i L-cisteinom. Nekoliko varijacija dodanih agaru pokazalo se adekvatnima za uzgoj bakterija
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Legionella spp. U upotrebi su hranjive podloge sa razli¢itim udjelom pojedine komponente. Udio
sastava odreduje proizvodac¢ hranjive podloge. Za detekciju legionele najcesce se koriste sljedece
podloge: PCV (sadrzi: polymixyn B, cycloheximid, vancomycin), PCV (-) ne sadrzi L-cystein, GVPC
(sadrzi: glycin, polymixyn B, cycloheximid, vancomycin) i BCYE (engl. buffered charcoal yeast
extract agar). BCYE agar je selektivni agar koji se koristi za detekciju, izolaciju i kvantifikaciju
legionela iz uzoraka vode. BCYE agar sastoji se od aktivnog ugljena, kvas¢evog ekstrakta,
pufera/kalijev hidroksid (ACES), L-cisteina, zeljezo (I1I) pirofosfat, a-ketoglutarata i agara (24). a-
ketoglutarna kiselina legionelama sluzi kao izvor aminokiselina §to omogucéava njihov oporavak i rast
na BCYE agaru (5). Legionele na BCYE agaru rastu kao bijelo-sive, plave ili ljubicaste kolonije sa
punim glatkim rubom i karakteristicnim mlije¢nim sjajem. U upotrebi je takoder i BCYE agar bez L-
cisteina. PCV agar je neselektivni agar koji se koristi za detekciju legionela. Sastoji se od agara,
aktivnog ugljena i kvas¢evog ekstrakta sa dodatkom antibiotika (25). PCV (-) sastavom je slican PCV
agaru, no ne sadrzi L-cystein zbog ¢ega se moze koristiti kao negativna kontrola. GVPC agar sluzi za
selektivnu izolaciju legionela uz pomo¢ dodanih antibiotika i amino kiseline glicin. Za razliku od PCV
agara on sadrzi glicin. Sastav GVPC agara identican je sastavu BCYE agara uz dodatak glicina i
antibiotika (vankomicin hidroklorid, polimiksin B sulfat, cikloheksimid) (25). Opisane hranjive
podloge u najvecoj mjeri se koriste za detekciju Legionella pneumophila, dok je za detekciju nekih
drugih vrsta iz roda Legionella potrebno primijeniti izmijenjeni sastav hranjive podloge. Primjerice L.
micdadei za povecani rast zahtjeva albumin, (engl. Albumin buffered charcoal yeast extract agar,
ABCYE) (5).

3

Slika 5. Uzgoj legionela iz uzorka vode na Cetiri razli¢ita medija (5)

Na Slici 5. prikazane su cetiri razli¢ite podloge za uzgoj legionela. Prikazani rast ili izostanak rasta
direktni je pokazatelj ponasanja legionela u odnosu na sastav podloge. Prikazani rezultati porasta
bakterija su oc¢ekivani i u drugim slucajevima upotrebe ovih hranjivih podloga za detekciju bakterija
legionela. Podloga pod brojem 1 je BCYE agar na kojem rastu brojne ne-legionela bakterije i samo
manji broj legionela. Podloga broj 2 je PVC agar sa porastom brojnih kolonija legionela i drugih
bakterija. Podloga broj 3 je GVPC agar na kojem rastu legionela bakterije i samo nekoliko ne-
legionela. Podloga broj 4 je PVC agar bez cisteina na kojem rastu ne-legionela bakterije, bez porasta
legionela. Bakterija legionela zavisno o sastavu podloge moze imate varijacije u boji i izgledu porasle
kolonije, no njezine varijacije ne odstupaju zna¢ajno od sljedecih opisa. Legionele rastu na hranjivoj
podlozi kao pravilne, sjajne, okrugle, konveksne, sivo-bijele, ljubicaste, plave, a ponekad i zelenkaste
kolonije sa mlije¢nim prozirnim sjajem. Kolonije izloZene ultraljubi¢astom zracenju fluoresciraju
zuto-zeleno.
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1.4.4 Preventivne mjere za smanjenje rizika i mjere suzbijanja

Pod pojmom preventivne mjere podrazumijeva se kontinuirana provedba mjera definiranih
dokumentom koji odreduje postupke upravljanja rizicima. Preventivne mjere mogu se provoditi i
diskontinuirano, odnosno po potrebi. Takav primjer prakse su hoteli koji rade sezonski, te se
preventivne mjere provode nakon perioda mirovanja svih aktivnosti u objektu, a neposredno prije
otvaranja istog za goste.Preventivne mjere provode se s ciljem smanjenja rizika.

Najjednostavnija preventivna mjera u takvim slucajevima je ispiranje vodovodnog sustava i
slavina. Ispiranju sustava prethode postupci ispiranja taloga iz spremnika, te ¢iS¢enje taloga iz mreZica
na slavinama, tusevima i filterima. Postupak ispiranja sustava provodi se dok na svim slavinama ne
te¢e bistra voda najmanje pet minuta.Ovaj postupak se koristi i u periodima rada kod neredovito
koristenih slavina kako bi se izbjegla stagnacija vode u sustavu. Nakon ispiranja zaostalog taloga i
vode iz sustava provodi se toplinski tretman odnosno pasterizacija sustava. Pasterizacija sustava
provodi se ispiranjem sustava vodom visoke temperature, najnize temperature od 65 °C, optimalno
raspona 70-90 °C. Tako povisenu temperaturu potrebno je odrzavati u sustavu kroz Cetiri sata. Vruéu
vodu treba pustiti da tece slavinama najmanje jednu minutu. Nakon toplinskog tretmana temperatura
vode se snizuje. Za toplu vodu u sustavu temperatura ne smije biti ispod 50 °C, dok temperatura
hladne vode ne smije biti iznad 20 °C na slavini. Moguce je provesti i postupak hiperkloriranja u
navedenim sustavima. Tada on prethodi postupku pasterizacije sustava. Princip provedbe navedenog
postupka sli¢an je onome opisanom kod dezinfekcije bazena, nakon kojeg se provodi ispiranje sustava.
Hiperkloriranje se provodi u slu¢ajevima kada je onemoguéeno provodenje postupka pasterizacije ili
nakon izvedbe gradevinskih i inzenjerskih radova na sustavu potro$ne/sanitarne vode (20).

Sli¢ne preventivne mjere provode se kod pustanja sezonskih bazenskih kupalista na koristenje,
najmanje jednom godi$nje kod bazenskih kupalista koji rade cijelu godinu (9), te posebice kod pojave
infektivnih bakterija u bazenskoj vodi. Prije otvaranja bazena koji su bili zatvoreni van sezone kupanja
provode se postupci ¢iSéenja, ispiranja i dezinfekcije. Bazen je potrebno isprazniti ispustanjem vode iz
njega. Zatim se provodi mehanicko ¢iSéenje stjenki bazena, filtera, slavina, pumpi i pripadnog
proto¢nog sustava. Hiperkloriranje se provodi postupkom opisanim u podpoglavlju "Postupci
dezinfekcije", pri ¢emu tretirana voda odreden broj sati odstoji u bazenu. Bazen je nakon postupka
potrebno isprati, odnosno hiperkloriranu bazensku vodu je nakon provedenog tretmana potrebno
ispustiti iz bazena. Kod bazena se odrzavanje provodi redovitom filtracijom i izmjenom vode,
neizostavnim ispravnim kontinuiranim tretmanom preparatima na bazi klora(4) i pra¢enjem znacajnih
karakteristika bazenske vode. Znac¢ajni parametri za kontinuiranu dezinfekciju su koncentracija
rezidualnog klora i pH vrijednost. Navedeni pokazatelji redovito se prate, automatskim sustavima, koji
su najc¢esc¢e u kombinaciji sa automatskom regulacijom istih. Takoder je potrebno redovito provoditi
¢is¢enje svih povrsina i sastavnih dijelova bazenskog kupalista. Neki od postupaka koji se primjenjuju
u bazenu i na kupali$nim podrué¢jima su: konstantna cirkulacija vode u bazenu, periodi ne koriStenja
bazena kada se reguliraju pozeljne razine dezinficijensa i pripadnih parametara, zamjena najmanje
polovice bazenske vode Cistom tijekom dana, redovito oCitanje parametara, redovita inspekcija i
¢isc¢enje povrsina, Cis¢enje filtera za vodu i filtera za necisto¢e u bazenu, odrzavanje i CiSéenje
kupalisnog podrucja, te sustava za grijanje, ventilaciju i klimatizacijskih sustava, ¢iS¢enje bazena
manjih zapremnina ispustanjem ukupne koli¢ine vode, osiguravanje kvalifikacije i kompetencije
osoblja za provedbu zaduZenih postupaka rada (9), informiranje i edukacija korisnika javnih bazena
pravilima ponasanja ¢ije bi nepridrzavanje doprinijelo povecéanju rizika od infekcije u bazenu. Bazeni
sa potencijalno ve¢im rizikom za nastajanje infekcije su vrele kupelji ili hot tubs, tipovi bazena sa
mjehuri¢ima, te je odrzavanju ovog tipa bazena potrebno posvetiti ve¢u paznju. Neki se od postupaka
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opisanih u vodi¢u EWGLI iz 2011. godine ¢esce provode. Obavezno je provodenje kontinuiranog
tretmana preparatima na bazi klora ili broma uz korekciju pH, monitoring rezidua dezinficijensa i pH
vrijednosti najmanje tri puta u danu, dnevno ispiranje filtera za necistoce. Preporuca se barem
polovicu ukupne koli¢ine vode izmijeniti novom u jednom danu, preporuca se pracenje neprekidnog
rada pumpi i automatskog dezinfekcijskog sustava (rad tijekom 24 sata u danu), jednom tjedno
potrebno je odistiti i dezinficirati cijeli sustav, mjese¢no ispitati mikrobiolosku kakvocu vode, te svaka
Cetiri mjeseca ispitati vode na prisutnost legionela. Takoder, potrebno je voditi evidenciju provedenih
postupaka, koju kontrolira odgovorna osoba (11).

Specifiéni slucajevi provedbe opisanih postupaka su provedba mjera za suzbijanje uzro¢nika
infekcije (Legionella spp.) prikazani u Tablici 2, posebice ako je u nekom objektu (bazenskom
kupalistu) nastala potreba za protuepidemijskim mjerama. Posebne protuepidemijske mjere propisuje i
odobrava odgovorna osoba, specijalist epidemiologije, a nalaze ih sanitarni inspektor (20). U slucaju
analize vode na legionelu ¢iji rezultati iznose 100-1000 cfu Legionella spp. na litru uzorka, provode se
u nastavku opisane mjere. Prije provedbe preventivnih mjera potrebno je izvrsiti ponoviti ispitivanje
bazenske vode. Temeljem donesenih mjera kontrole i procjene rizika,nastoji se identificirati uzrok
povecéanog broja legionela. Preporuka je bazen isprazniti, o€istiti i dezinficirati. Ponovno uzorkovanje
provodi se jedan dan nakon provedbe preporucenih postupaka, te nakon 1-4 tjedna. U slu¢aju kada je
rezultat ispitivanja bazenske vode na prisustvo legionela vise od 1000 cfu na litru uzorka vode,
potrebno je evakuirati ljude i zatvoriti podruc¢je. Od postupaka najprije se provodi hiperklorinacija
bazenske vode s koncentracijom 50 ml g™klora kroz jedan sat. Nakon toga slijedi praznjenje, ¢is¢enje i
dezinfekcija bazena. Jedan dan nakon punjenja bazena provodi se ispitivanje vode, §to se ponavlja
nakon 1-4 tjedana. Bazen nije u upotrebi do rezultata analize koji zadovoljavaju zahtjeve iz pripadnog
vazeceg Pravilnika (NN 107/2012, 88/2014) (11).

Tablica 2 Procjena potrebe za provedbom preventivnih mjera na temelju kvantifikacije pozitivnih
rezultata (11)

Broj legionela u mililitru vode (cfu/ml) Procjena rezultata

1-10 Nalaz koji upozorava i podsjeca na potrebu stalne
primjene opc¢ih preventivnih mjera, ali op¢enito
ne predstavlja neposredan rizik. Neki ga
proglasavaju i negativnim rezultatom.

(11-100) Prema nekim navodima i ova se kategorija smatra
neopasnom. Ova se kategorija nalazi unutar
donje, Sire kategorije. Potencijalno je rizi¢na jer
izostankom preventivnih mjera u kratkom
vremenu moze do¢i do znacajnog pogorsanja
uvjeta i povecéanja rizika.

11-1000 Postoji potencijalni rizik i treba odrediti ciljane
mjere.
>1000 Neposredan visok rizik. Nuzne su hitne mjere

ukljucivsi i moguce zatvaranje objekta.

Broj ukupnih bakterija u mililitru vode (cfu/ml) Procjena rezultata

>100000 (10 %) Potencijalno visok rizik. Treba odrediti ciljane
mjere.
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Stupanjem na snagu Pravilnika o sanitarno-tehni¢kim uvjetima bazenskih kupalista te o
zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda (NN 107/2012, 88/2014) u listopadu 2012. godine u
Republici Hrvatskoj je donesena nacionalna zakonska regulativa koja definira ispitivanje fizikalno-
kemijskih i mikrobioloskih pokazatelja. Osim rutinskih pokazatelja mikrobioloske kakvoce vode,
postavljen je zahtjev i kriterij za ispitivanjem vrste L. pneumophila.

Cilj diplomskog rada bio je prikazati i analizirati podatke o prisutnosti L. pneumophila u
bazenskoj vodi na podru¢ju Primorsko-goranske zupanije u razdoblju od 2013. do 2016. godine.
Takoder, cilj je bio istraZiti povezanost prisutnosti L. pneumophila s ostalim ispitanim fizikalno-
kemijskim i mikrobioloskim parametrima (temperatura vode i zraka, pH vrijednost, koncentracija
slobodnog klora, UBB). Dan je prikaz zdravstvenih rizika koji se javljaju uslijed neadekvatnog
tretiranja bazenske vode.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Podrugje istrazivanja

Istrazivanjem je obuhvaceno podrucje Primorsko-goranske Zzupanije, to¢nije uzorci bazenske
vode sa navedenog podrudja. Ispitivanje na pokazatelj Legionella pneumophila provedeno je na
Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije (u daljnjem tekstu NZZJZ PGZ).
Obzirom da je ispitivanje uzoraka bazenske vode na L. pneumophila obavezno od 2013. godine,
obradeni podaci uzoraka analizirani su tijekom ¢etverogodi$njeg razdoblja od 2013. do 2016. godine.

U navedenom razdoblju je na podruju Primorsko-goranske Zupanije (u daljnjem tekstu: PGZ)
analizirano ukupno 324uzoraka bazenske vode na pokazatelj L. pneumophila. Najveci broj uzoraka
uzorkovan je na podrucja grada Opatije, zatim slijede silaznim redom grad Krk, podrucje otoka Raba,
op¢ina Baska, podru¢je Crikvenice, Malinska, grad Rijeka, Novi Vinodolski, Dramalj, Klenovica,
Selce, Delnice, Lovran, podru¢je Malog Losinja, otok Paga, Senj, Viskovo, Gospi¢, Karlobag, Otocac,
Solin.

3.2 Terenski rad (uzorkovanje)

3.2.1 Materijali

U terenskom radu od materijala su koristeni:

Boca zapremnine od 1 L

Sredstvo za deaktivaciju dezinficijensa (natrij tiosulfat)
Jednokratne rukavice

Zastitna maska

o s wbd e

Radna biljeznica
3.2.2 Metoda

Bazenska voda za analizu uzima se u sterilne staklene, polipropilenske boce ili boce drugih
odgovaraju¢ih materijala, zapremnine 1 | sa éepom na navoj. Pri uzorkovanju vode za analizu na
prisustvo legionela potrebno je nositi zastitne rukavice, te u sluajevima sumnje na izvor zaraze
obavezno je nositi i zastitnu masku za di$ne organe. Uzorak se prikuplja tako da se iz bazena zagrabi
koli¢ina od 1 1 vode. U boci se ostavi prostor od 2-3 cm zraka $to omogucava mijeSanje uzorka. U
sluéaju uzorka koji sadrzi dezinficijens, naprimjer klorni preparat, isti je potrebno deaktivirati.
Ukoliko se radi o kloru, dodatkom kalij tiosulfata ili natrij tiosultata. Cep na navoj treba dobro
zatvoriti kako bi se sprijecio gubitak pri transportu. Uzorak je potrebno odgovarajuce oznaciti kako bi
se omogucila sljedivost. Uz informacije o mjestu uzorkovanja i vrsti uzorka takoder je vrlo bitno
zabiljeziti okolisne uvjete prilikom uzorkovanja. To su: vrijeme uzorkovanja, temperatura vode i
zraka, te koncentracija i vrsta preparata za dezinfekciju vode. Prikupljeni uzorci $alju se u laboratorij
na analizu pohranjeni na sobnoj temperaturi (20 + 5 °C) na tamnom. Uzorke je potrebno dostaviti u
laboratorij u $to kra¢em roku, posebice uzorke koji sadrze dezinficijens. Pozeljno vrijeme dostave je
jedan dan, a ne smije biti duze od dva dana. Za uzorke koji se transportiraju iz udaljenih lokacija
pozeljno vrijeme dostave je dva dana ali ne duZe od pet, maksimalno dozvoljeno vrijeme je Cetrnaest
dana (26). U slu¢aju duljeg transporta od poZeljnog uzorci se pohranjuju na temperaturi (5+3) °C radi
o¢uvanja izvornih karakteristika i mikroflore (27).
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3.3 Laboratorijska analiza

3.3.1 Materijali

Od materijala su u laboratorijskom radu koristeni:

Membranski filter
Filter papir promjera 0,22 um
Vakuum pumpa
Spremnik za vodu (otpad)
Plamenik
Pinceta
Jednokratne rukavice
Skare
Epruveta

. Destilirana voda

. Alkohol

. Ultrazvucna kupelj

. Petrijeva zdjelica

. Pipeta

. Eza za razmaz uzorka

. Eza za presadivanje

. Inkubator

. Mikroskop

. Ultravioletna lampa

. DrySpot Legionella Latex Test

. Marker

. Radna biljeznica

. Fotoaparat

© ooNOk~ WD
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3.3.2 Metode

Analizu uzoraka dostavljenih u laboratorij potrebno je provesti u §to kracem roku od
uzorkovanja. U idealnim uvjetima provodi se unutar 24 h. Na NZZJZ PGZ prisutnosti i brojL.
pneumophila u uzorcima bazenske vode provodi se temeljem metode opisane u normi HRN EN 1SO
11731:2000 u skladu sa zahtjevima Pravilnika o sanitarno tehnickim i higijenskim uvjetima bazenskih
kupali$ta te o zdravstvenoj ispravnosti bazenskih voda Republike Hrvatske (NN 107/2012, 88/2014)

Uzorci vode dopremaju se na Odsjek za mikrobiologiju okolisa NZZJZ PGZ za analizu L.
pneumophila. Dospjeli uzorci upisuju se u radnu biljeznicu Odsjeka te im se dodjeljuje odgovarajuci
analiti¢ki broj pod kojim se raspoznaju u daljnjoj analizi. Iz ukupne koli¢ine 0,5 ml uzorka inokulira se
na krvni agar za odredivanje broja izraslih kolonija. Zatim se preostala koli¢ina uzorka ukoncentrira
postupkom membranske filtracije, te se uzorak kultivira na selektivnoj hranjivoj podlozi. Prije pocetka
postupka membranske filtracije potrebno je sterilizirati membrane i lijevke. Sterilizacija se provodi
pomocu visoke temperature plamena. Na membranu se postavi filter papir promjera 0,22 pm, te
lijevak u koji se ulijeva uzorak. Uzorak se filtrira iz lijevka pomoc¢u vakuum pumpe u spremnik za
profiltriranu vodu. Prilikom filtracije potrebno je konstantno dolijevanje vode, kako bi se sprijecilo da
filter presusi dok se ne profiltrira ukupna koli¢ina uzorka. Filter papir se nakon zavrSetka membranske
filtracije sterilnom pincetom prenosi u epruvetu za daljnju obradu uzorka. U epruvetu se doda koli¢ina
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od 5-25ml destilirane vode za resuspenziju uzorka sa filtera. Uzorak je potrebno energi¢no muckati
najmanje 2 minute. Takoder, filter se moze isjeckati sterilnim skarama na sitne komadice $to
pospjesuje ispiranje uzorka. Tako pripremljeni uzorak smjesta se u ultrazvucnu kupelj na 35 Hz kroz 2
minute. Nakon ultrazvu¢ne kupelji uzorak se termostatira na 55 °C kroz 20 minuta kako bi se u §to
vecoj mjeri onemogucio rast ne-Ciljanih mikroorganizama koji bi mogli ometati detekciju L.
pneumophila.

Termostatirani uzorak inokulira se u koli¢ini od 0,1-0,5 mL na selektivnu plo¢u Glycine
Vancomycin Polymyxin Cycloheximide medij (GVPC). Inokulum se razmaze sterilnim Stapicem i
pusti odstajati kako bi se inokulum upio u agar. Preostala koli¢ina pripremljenog uzorka ¢uva se u
hladnjaku do kraja trajanja analize kao radni materijal u slucaju potrebe za ponavljanjem analize.
Nakon §to se uzorak upije u podlogu slijedi inkubacija nasadene podloge se preokrenute strane. U
termostatu se podesavaju uvjeti temperature od (36+2) °C i atmosfera zraka sa volumnim udjelom
uglji¢nog dioksida (CO2) od 2,5 % u trajanju od najmanje 10 dana. Inkubacija u uvjetima sa
navedenim udjelom CO, moze pogodovati rastu nekih vrsta legionela, ali ne nuzno (27).
Pregledavanje inokuliranih plo¢a obavlja se u intervalima od 2-3 dana tijekom inkubacije. Svaka
informacija o promjeni na ploc¢i zapisuje se u radnu biljeznicu laboratorija. Nakon inkubacije sve
karakteristi¢ne kolonije koje rastu na selektivnom agaru se smatraju suspektnima. Svaka suspektna
kolonija presaduje se na Buffered Charcoal Yeast Extract agar (BCYE) i Buffered Charcoal Yeast
Extract whit L-cystein agar (BCYE-Cys). BCYE agar bez cisteina preduvijet je rasta L. pneumophilla.
BCYE-Cys agar moze se zamijeniti Nutrijent agarom (NA) ili Krvnim agarom (KA). Ukoliko je
prisutno vise od jedne suspektne kolonije, presaduju se barem dvije kolonije od svake vrste.
Subkultivirane ploce (ploce sa presadenim suspektnim kolonijama) inkubiraju se u istim uvjetima kao
i GVPC ploce sa uzorkom, na temperaturi od (36+2) °C i volumnim udjelom uglji¢nog dioksida (CO)
od 2,5 % u trajanju od najmanje 2 dana. Legionela kolonijama smatraju se one ¢iji je rast vidljiv na
BCYE agaru, a izostao na BCYE-Cys ili zamjenskom agaru (NA ili KA). U slu¢aju prisutnosti jake
pozadinske flore ponavlja se postupak ispitivanja, koriste¢i vece razrjedenje ili manji volumen uzorka.
Cjelokupni postupak metode HRN ISO 11731:2000 prikazan je u osnovnim crtama na Slici 6 koja
slijedi u nastavku rada.
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DETEKCIJA | BROJENJE LEGIONELLA

HRN ISO 11731:2000

1. dan
NEKONCENTRIRANI UZORAK UKSHCERTRIRRVANIE
Direktno nasadivanje uzorka Membranska filtracija ~ Centrifugiranje
0,1 - 0,5 ml uzorka 1000ml At
- Ispiranje filtera - Aseptic¢no
- Ultrazvuéna kupelj odstranjivanje
supernatanta

- Resuspenzija taloga

KONCENTRIRANI UZORAK

37°C
8-10 dana
GVPC
1. 25 3.
DIREKTNO NASADIVANJE TRETMAN TRETMAN
koncentriranog/nekoncentriranog ZAGRIJAVANJEM KISELINOM
uzorka vode bez tretmana
11. dan
POTVRDA 37°C
BCYE i BCYE Cys (ili KAili NA) 2dana
13. dan

SEROLOSKA POTVRDA
Legionella seroloski Latex kit

Slika 6. Shematski prikaz metode za detekciju i brojenje bakterija Legionella HRN 1SO 11731:2000
)
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Prikazane fotografije koje slijede oznac¢ene Slika 7. — Slika 28. prikazuju provedbu analize
uzoraka bazenske vode temeljem metode opisane u normi HRN EN 1SO 11731:2000 u skladu sa
zahtjevima Pravilnika (NN 107/12, 88/14) na NZZJZ PGZ. Pored svake Slike (fotografije) stoji kratak
opis prikazanog.

Slika 7. Razmaz 1 mL uzorka bazenske vode na krvni agar (KA)
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)

Slika 8. Membranska filtracija (Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)
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Slika 9. Uklanjanje filter papira nakon membranske filtracije
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)

Slika 10. Resuspenzija uzorka sa filter papira (Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)

A |

b

Slika 11. Ultrazvuéna kupelj (Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)
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Slika 12. Uzorci nakon termostatiranja spremni za inokulaciju na agar
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)

Slika 13.Inokulacija GVPC agara sa pripremljenim uzorkom bazenske vode
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 27.04.2017.)
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Slika 14. Nasadene hranjive podloge (lijevo GVPC, desno KA)
(Fotografirala: Snjezana Simeg 27.04.2017.)

Slika 15. Prvo o¢itavanje podloga nakon inkubacije od 2 dana, u digestoru
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 18.05.2017.)

Slika 16.0¢itavanje nasadenih podloga,2. dana inkubacije
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 18.05.2017.)
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Slika 17. Porast UBB na KA, 2. dana nakon nasadivanja podloge
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 18.05.2017.)

Slika 18. Usporedba stanja na KA i GVPC podlogama istog uzorka, 2. dana nakon nasadivanja
podloge (Fotografirala: SnjeZana Simeg, 18.05.2017.)

-

Slika 19. Porast kolonija na GVPC agaru, 4. dan (Fotografirala: Snjezana Simeg, 20.05.2017.)
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Slika 20. Presadivanje suspektnih kolonija sa GVPC na BCYE agar, 4. Dan
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 20.05.2017.)

Slika 22. Interpretiranje poraslih kolonija, 6. dan (Fotografirala: Snjezana Simeg, 22.05.2017.)
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Slika 23. Porast kolonija na GVPC agaru, 6. dan (Fotografirala: Snjezana Simeg, 22.05.2017.)

Slika24. Presadivanje suspektne kolonije sa GVPC agara na BCYE agar i KA agar
(Fotografirala: Snjezana Simeg, 22.05.2017.)

Slika 25. Porast kolonija na GVPC agaru (lijevo) i presadenih suspektnih kolonija na BCYE (desno),
8. dan (Fotografirala: Snjezana Simeg, 24.05.2017.)
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Slika 26. Porast kolonija na GVPC agaru (8. dan) sa usporednim prikazom porasta presadenih kolonija
na KA agaru (Fotografirala: Snjezana Simeg, 24.05.2017.)

Slika 28. Prikaz rasta presadenih suspektnih kolonija na enrichment aharu 10. dan (Fotografirala:
Snjezana Simeg, 26.05.2017.)
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U cilju odredivanja serogrupe Legionella pneumophila koristi se test lateks aglutinacije. Za
provedbu lateks aglutinacije koristi se OXOID-ov DrySpot Legionella Latex Test. Test se sastoji od
plavih Cestica sintetiziranih antitijela koja su isuSena na papiru. Aglutinacija se odvija u prisustvu
mikroorganizama iz roda Legionella. Antigeni stani¢éne membrane stvaraju vidljive mrlje plave boje
na testu. Ovaj test predstavlja brzi i jednostavan naéin provjere patogenosti Legionella spp., te
odredivanje vrste i serogrupe. Detekcija Legionella pneumophila serogrupe 1 i serogupe 2-14 provodi
se odvojeno. Test se sastoji od podruéja za aglutinaciju uzorka i kontrole. Na podruéje oznac¢eno
nazivom "TEST" nanosi se pufer za aglutinaciju i uzorak, dok se na podru¢je "CONTROL" nanosi
samo pufer za aglutinaciju. Postupak provedbe testa je slijedeci. Na predvidena mjesta na testu kapne
se po jedna kap DrySpot pufera (oznaka: DR230M). Potrebno je pripaziti da pufer ne dotiée lateks
reagens na testu kako se nebi pomijesali prije vremena. Suspektna kolonija se pomocu eze prenese na
test te pomijesa sa puferom. Nastala suspenzija se zatim pomijesasa lateks reagensom, preko
predvidene povrsine. Postupak mijesanja pufera i lateks reagensa sa novom ezom Se ponovi na
podrucju za kontrolu testa. Nastale homogene smjese na testu potrebno je mijesati laganim kruznim
pokretima (rotacijom testa) do pojave aglutinacije ali najduze kroz 60 sekundi.Aglutinacija nastala
unutar 60 sekundi daje pozitivan rezultat testa, dok izostanak aglutinacije na testu ili naknadna
aglutinacija (aglutinacija nakon 60 sekundi) predstavljaju negativan rezultat. Na kontrolnoj povrsini ne
dolazi do aglutinacije ukoliko se ona pojavi postupak je potrebno ponoviti zbog sumnje na
kontaminaciju povrsine ili isteka valjanosti samog testa. Test se provodi u digestoru sa potrebnom
zaStitnom opremom pod normalnim osvjetljenjem. Nakon odradenog testa koriSteni materijal je
potrebno sigurno i neskodljivo zbrinuti.(28)

Na fotografijama oznacenim od Slika 29. do Slika 33. koje slijede prikazani su postupci
provedbe lateks aglutinacije DrySpot Legionella Latex Test-om:

Slika 29. Nanosenje DrySpot pufera na oznaéena mjesta na testu (Fotografirala: Snjezana Simeg,
28.04.2017.)
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Slika 30. Razmaz DrySpot pufera ezom na oznaéena mjesta na testu (Fotografirala: SnjeZana Simeg,
28.04.2017.)

Slika 32. Rotacija DrySpot testa do 60 sekundi (Fotografirala: Snjezana Simeg, 28.04.2017.)
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Slika 33. Prikaz pozitivnog DrySpot testa (Fotografirala: Snjezana Simeg, 28.04.2017.)

3.4 Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza provodi se grupiranjem podataka i odredivanjem njihove vrste,
odredivanjem njihove vaznosti za donoSenje zaklju¢aka, definiranjem mjere utjecaja (je li utjecaj
znacajan ili nije). Prije same obrade podataka postavlja se hipoteza koju Zelimo dokazati na temelju
prikupljenih podataka. Prvi korak obrade je graficki prikaz podataka. Na taj na¢in lako mozemo
odrediti granice podataka, raspored, te mozemo donesti trenutne zakljucke. Iako nas ovaj korak mozda
ne dovodi do ispravnih odgovora na nasu hipotezu, moze nas usmjeriti na primjenu odgovarajuéih
metoda obrade podataka. Statistickom analizom podataka provjeravamo to¢nost postavljene hipoteze,
pri ¢emu odredujemo kriticno podrucje i razinu znacajnosti. Kriti¢no podrucje u skupu podataka su oni
podaci koji znacajno odstupaju od postavljene hipoteze. Razina znacajnosti oznacava rizik za
odbacivanjem hipoteze kada je ona trebala biti prihvacena, ozna¢ava se u postocima i tezimo §to
manjoj vrijednosti. Odabir najpogodnijeg testa temelji se na odredivanju kriti¢nog podrucja na
zadovoljavajuéoj razini znacajnosti uz minimalnu vjerojatnost prihvacanja neistinte hipoteze (29).

Podaci dobiveni ispitivanjem mogu biti kvantitativni ili kvalitativni. Svaku grupu podataka
mozemo podjeliti u nekoliko podskupina. Kvantitativni (numericki) podaci mogu biti diskretni
(diskontinuirani) ili kontinuirani. Podaci iz ove skupine mogu se mjeriti intervanim mjernim
ljestvicama i omjernim. Oba tipa podataka se mogu Koristiti u parametrijskim testovima. Kvalitativni
(kategorijski) podaci mogu biti binarni (logi¢ki), nominalni i ordinalni (uredbeni). Dobivene
numericke podatke potrebno je organizirati. U slu¢aju obrade sirovih kvalitativnih podataka
rasporedujemo ih u tablicu kontingencije ili sadrzajnosti.
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Deskriptivni statisticki testovi koriste se za opisivanje glavnih svojstava skupine podataka u
kvantitativnom smislu, sazimanjem skupa podataka. Podatke se prikazuje opisno ili pomocu tablica i
slika odnosno grafova. Svojstva skupine podataka opisuju se mjerama centralne tendencije i mjerama
rasprSenosti. Mjera centralne tendencije ili sredi$nja mjera je broj¢ana vrijednost koja reprezentira
skupinu rezultata u slu€aju kada rezultati imaju tendenciju grupiranja oko neke vrijednosti. U ovu
skupinu mjera ubrajamo: srednju vrijednost, centralnu vrijednost, dominantnu vrijednost, geometrijsku
i harmonijsku sredinu. Opisani su termini znac¢ajnii za analizu podataka u ovom diplomskom radu.
Srednja vrijednost ili aritmeticka sredina (engl. mean; M) je zbroj svih vrijednosti n u skupu rezultata
podijeljen s ukupnim brojem rezultata N. M=%x/N. Srednja vrijednost je kao teziSte rezultata osjetljiva
na vrijednost i broj rezultata. Zbog toga se srednja vrijednost velikog broja rezultata prije izra¢una
grupira u manje skupine, a prilikom ra¢unanja srednje vrijednosti viSekratno ponovljenog mjerenja
uvodi se korekcija. Harmonijska sredina (H) definira se kao recipro¢na vrijednost aritmeticke sredine
recipro¢nih vrijednosti numericke varijable. Koristi se za prikaz prosjeka nekih odnosa. Mjere
rasprsenosti ili disperzije daju informaciju o rasporedu elemenata numeri¢kog statistickog skupa.
Dijelimo ih na apsolutne i relativne pokazatelje, te ¢e takoder biti definirani samo pokazatelji znacajni
za razumijevanje termina u diplomskom radu. Apsolutni pokazatelji su: raspon varijabilnosti, kvartil
(interkvartil), varijanca i standardna devijacija. Relativni pokazatelji su: koeficijent kvartilne devijacije
i koeficijent varijacije. Raspon varijabilnosti je najjednostavnija, ali najmanje precizna mjera,
predstavlja razliku izmedu najvece i najmanje vrijednosti numeri¢kog niza. Varijanca ili mjera
varijabiliteta je prosje¢no kvadratno odstupanje vrijednosti numerickog obiljezja od aritmeticke
sredine. Prikazuje se kao odmak od pripadajuce skale vrijednosti. Standardna devijacija je mjera
definirana kao prosjecno odstupanje vrijednosti numerickog obiljezja od aritmeticke sredine jer
prikazuje kako se gusto rezultati nekog mjerenja grupiraju oko aritmeti¢ke sredine. Standardna
devijacija je pozitivan korijen iz varijacije. Koeficijent varijacije je postotak standardne devijacije od
aritmeticke sredine. Koristi se kada se zeli utvrditi veli¢ina variranja nekog svojstva u vise razli¢itih
grupa ili u kojem svojstvu grupa vise varira. (30, 31)

Sirovi ili izvorni podaci dobiveni iz analiza saZimaju se i grupiraju u tabli¢ne i slikovne
prikaze. Takav nacin grupiranja omogucuje nam jednostavnije snalazenje prilikom obrade, te izradu
grafickih prikaza. Tabli¢ni prikaz podataka mora biti logi¢ki dobro organiziran, a snalazenje i Citanje
podataka mora biti jednostavno. Tablica je naslovljena kratkim i sadrzajnim naslovom. Ima
dvodimenzijsku strukturu, broj redaka i stupaca odreden je brojem podataka. Ustroj podataka je jasan i
svaka grupa podataka je odgovarajuce ozna¢ena omogucujuci pregledan prikaza ogromnih koli¢ina
podataka. Sadrzaj tablice su ¢isti podaci, izvorna mjerenja ili izvorni podaci.Primjerice tablice sa
statistickim podacima minimalno sadrze podatke o vrsti statistiCkog testa, broj opazanja, odgovarajuci
statisti¢ki pokazatelj i dobivenu vrijednost. Po potrebi se ispod tablice ispisuje kratki opis kratica i
simbola. Svrha slikovnog prikaza podataka je jasno tumacenje rezultata kroz prikaz medusobnog
odnosa podataka. Prikazuje se kratkim opisom i po potrebi dodatnim informacijama poput legende za
graficki prikaz. Slikovni prikaz podataka podrazumijeva: graficke prikaze, crteze, ilustracije, karte i
fotografije. Graficki prikaz rezultata je slikovni prikaz skupova podataka, nizova mjerenja, koli¢ine
ucestalosti, trenda ili medusobnog odnosa podataka. Izvorne vrijednosti mjerenja upisane u tablicama
na ovaj se nacin prikazuju kada je znacajnije prikazati skupnu organiziranost podataka od samih
vrijednosti pojedinog podatka. U koordinatnom sustavu prikazuje se odnos nezavisnih i zavisnih
podataka (varijabli). Iz grafickih prikaza mogu se ocitavati zakonitosti u podacima koji nisu vidljivi iz
suhoparnog numeri¢kog zapisa podataka. Primjerice lakSe se uo¢avaju veca odstupanja od mjerenja
odnosno grube pogreske. Prema mjernoj ljestvici razlikujemo: linerne, polilogaritamske i logaritamske
prikaze.
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Linearne grafove (xy grafove) dijelimo na rasprsene i linijske, u upotrebi takoder moze biti i
kombinacija tih dviju vrsta. Graficki prikaz niza mjerenja oznacenih pojedinaénim znakovima
nazivamo rasprSeni grafikon (engl. scatter plot). Rasprseni grafikon najcesce se koristi za prikaz i
usporedbu numeri¢kih vrijednosti poput znanstvenih, statistickih i tehni¢kih podataka dok je linijski
grafikon kod kojeg se vrijednosti ravnomjerno rasporeduju duz vodoravne osi prikladan za prikaz
podataka koji sadrze nenumericke vrijednosti. Opisani graf se koristi za prikaz neprekinutih podataka
tijekom vremena. Oni su idealni za prikazivanje trendova u podacima u jednakim vremenskim
razdobljima ili tijekom vremena. Kombinacija ova dva grafa moze se koristiti primjerice za prikaz
dvije zavisne varijable u odnosu na jednu nezavisanu. Kod grafova ¢ije vrijednosti ne daju linearni
prikaz i nije poznata funkcijska ovisnost y(x) upotrebom metoda linearizacije moze ih se prevesti u
linearan oblik. Linearizacija je postupak prevodenja kvadratne ovisnosti u linearnu i nelinearnih
vrijednosti bez poznate funkcije ovisnosti u linearne vrijednosti logaritmiranjem. Stupcasti grafikoni
prikazuju brojnost ili u€estalost pojavnosti unutar kategorija nominalnih i ordinalnih podataka. Mogu
biti polozeni (engl. bar) ili okomiti (engl. column) stupci, a posebna vrsta je histogram frekvencija.
Frekvencija "fi" neke odredene vrijednosti x; varijable X prikazuje broj ponavljanja te vrijednosti u
promatranom skupu podataka. Relativna frekvencija je omjer vrijednosti frekvencije i ukupnog broja
podataka. Histogram frekvencija prikazuje raspodjelu frekvencije diskretne ili kontinuirane varijable.
Diskretne varijable oznacavaju prebrojivi skup vrijednosti. Kontinuirane varijable prikazuju
kontinuirani skup vrijednosti. Za njihov se prikaz podatke grupira u razrede i odredi relativna
frekvencija. Kruzni grafikoni (engl. pie chart) Koriste se za prikaz skupnih podataka koji predstavljaju
odredene dijelove ukupne koli¢ine podataka. Odnosno za prikaz relativnih ucestalosti, to su udio i
postotak. Grafikon okvira s ru¢icama (engl. stock) koristi se za broj¢ani prikaz podataka sa prikazom
mjera prosjeka i odstupanja.

Model koji prikazuje normalnu distribuciju podataka je Gaussova krivulja, naziva se jos i
normalna raspodijela, a prikazana je na Slici 34. Graf normalne raspodjele zvonolika je oblika i
simetri¢na. Odredena je jednadzbom:

y=e™
Gaussova funkcije zove se jo§ i funkcija gusto¢e normalne slucajne varijable. Pripadna se krivulja
naziva i krivulja vjerojatnosti zbog njezine primjene u racunu vjerojatnosti. Parametri njezine funkcije
su aritmeticka sredina i standardna devijacija. U standardnoj normalnoj distribuciji aritmeticka sredina
je u=0, a standardna devijacija =1 (32).
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Slika 34. Normalna raspodjela, crvena krivulja predstavlja standardiziranu normalnu raspodjelu (31)
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Trend je linija koja oznacava tendenciju kretanja pojave u promatranom razdoblju s
pretpostavkom da promatrano razdoblje ne sadrzi periodi¢ne komponente. Trendove koji imaju oblik
pravca nazivamo linearni ili linijski. Polazna pretpostavka je da je trend linija koja se prilagodava
zadanim frekvencijama vremenskog niza. 1zbor oblika trenda ovisi o stupnju reprezentativnosti trenda
na temelju najpovoljnijeg odnosa varijanci. Reprezentativnost trenda ispituje se metodom analize
varijance. Na temelju ocijenjenog modela mogu se vr$iti i predvidanja vrijednosti pojave za neka
buduca razdoblja. Koeficijent determinacije pokazatelj je reprezentativnosti trend modela koji se
temelji na analizi varijance. Vrijednost koeficijenta determinacije krece se u intervalu od 0 do 1. Sto je
koeficijent blizi vrijednosti 1, trend model je reprezentativniji (31). Ostali trendovi imaju oblik krive
linije te ih nazivamo krivolinijski. Neke od izvedbi takvih su paraboli¢ni (parabola II . stupnja) i
eksponencijalni trend.

Analiza varijance (engl. Analysis of Variance; ANOVA) je zbir statistickih modela koji se
koriste za analizu i donoSenje zakljucaka o postojanju razlika izmedu skupine sredstava i njihovih
povezanih postupaka. Analiza modela temelji se na odredivanju korelacije i pripadnih vrijednosti u
numericki kontinuiranom smjeru. Korelacija predstavlja suodnos ili medusobnu povezanost izmedu
razli¢itih pojava predstavljenih vrijednostima dviju varijabli (33).

Za razliku od korelacijske analize zadaca regresijske analize je pronaci analiticko matematicki oblik
veze izmedu jedne ovisne ili regresand i jedne ili viSe neovisnih ili regresorskih varijabli. Odnose
navedenih varijabli opisuje regresijski model. Grafi¢ki prikaz dvije varijable (ovisne i neovisne) u
korelaciji je jednostavan ili jednodimenzionalni regresijski model. Slu¢aj kada se uz jednu ovisnu
varijablu analiziraju dvije ili vise neovisnih varijabli naziva se slozeni ili viSedimenzionalni model.
Regresijska analiza moze se postaviti na neki od slijede¢ih nacina:

- potpunim, preciznim i konciznim definiranjem predmeta i ciljeva istrazivanja uz postavljanje
oshovnih pretpostavki (hipoteze)

- crtanjem dijagrama rasipanja, izborom modela i definiranjem varijabli

- odabirom konkretnog regresijskog modela, njegovih specifikacija i postavljanje pretpostavki

- statistiCkom analizom modela (ocjena parametara i pokazatelja reprezentativnosti modela)

- testiranjem hipoteza o modelu i statisticko teorijskih pretpostavki (31).

Jednostavna linearna regresija u svojim postupcima provodi metodu najmanjih kvadrata i metodu
minimiziranja sume kvadrata.

Korelacija podataka ukazuje nam na mogucénost predvidanja vrijednosti jedne varijable na
temelju vrijednosti i saznanja o drugoj varijabli. Ovisno o odnosu medu njima moze dati linearni ili
nelinearni prikaz korelacije. Kod linearne korelacije dobivamo prikaz na grafu gdje su tocke presjeka
vrijednosti varijabli poredane oko odredenog pravca, on se naziva linija regresije. Sto su tocke blize
liniji regresije to je korelacija medu njima veéa i obrnuto, $to su udaljenije korelacija je manja.
Korelacija je meduzavisnost ili povezanost sluc¢ajnih varijabli (31). Korelacija izmedu dviju varijabli
moze imati razli¢ite odnose. Razlikujemo pozitivnu, negativnu, nemonotonu, ciklicku korelaciju i
slu¢aj kada korelacija ne postoji (29). Pozitivna korelacija prikazana je rastom zavisne varijable koji
prati rast vrijednosti nezavisne varijable. Negativna korelacija prikazuje pad vrijednosti zavisne
varijable dok vrijednosti nezavisne varijable rastu ili obrnuto, vrijednosti zavisne varijable se
povecavaju smanjenjem vrijednosti nezavisne varijable. Na temelju podataka iz grafa izraCunava se
koeficijent korelacije. On izrazava mjeru povezanosti izmedu dvije varijable neovisno o jedinicama
mjere pojedine varijable. Posebno je znacajan kod skupova sa puno podataka kod kojih se ne moze
tocno definirati postoji li znacajna povezanost izmedu usporedivanih varijabli. Za vise razlicitih
slucajeva korelacije postoji viSe koeficijenata korelacije. NajéeScée je u upotrebi Pearsonov koeficijent
korelacije za linearne modele. Dok se za rad s nelinearnim modelima najéeSée koristi Spearmanov
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koeficijent korelacije. Pearsonov koeficijent korelacije (r) primjenjuje se u linearnim korelacijama sa
neprekidnom normalnom distribucijom (31). Odredivanje koeficijenta bazira se na usporedbi stvarnog
utjecaja medu varijablama u odnosu na maksimalan moguci utjecaj tih dviju varijabli. Koeficijent se
izrazava vrijednostima u rasponu od (+1) do (-1), pri ¢emu predznak oznacava smjer korelacije.
Nedostatak koeficijenta korelacije je $to njime ne mozemo odrediti snagu korelacije. T-test
najjednostavniji je oblik statistickog testa kojim se provodi analiza dviju varijabli i korelacije
medunjima.

ANOVA test nam daje moguénost odredivanja i visestrukih korelacija (R). Ovom analitickom
procedurom utvrdujemo na koji nain viSe neovisnih varijabli utjeCe na jednu ovisnu varijablu. Za
izraun viSestruke korelacije najprije je potrebno izracunati koeficijente korelacije svakog pojedinog
promatranog para varijabli. Koeficijent viSestruke korelacije izrazava se vrijednostima u rasponu od 0
do (+1). Za njegovu interpretaciju vrijede ista pravila kao i kod interpretacije Pearsonovog koeficijenta
korelacije. Pri analizi skupine podataka s viSe vrijednosti varijabli izra¢un viSestruke korelacije daje
preciznija rjeSenja. Za pravilno dono$enje zaklju¢aka potrebno je na ispravan na¢in odabrati statisticki
znacajne varijable za analizu. DonoSenje zakljucaka na temelju korelacije izmedu dvije varijable
nesigurno je zbog ne potvrdene uzro¢no-posljedi¢ne veze, iako su varijable u korelaciji visokog
stupnja. Iz tog razloga za ispravnu interpretaciju podataka potrebno je pronaci dodatnu varijablu koja
potvrduje uzro¢no-posljedi¢nu vezu. Ili u slu¢aju da dodatna varijabla ne potvrdi korelaciju, ona se
odbacuje kao slu¢ajna. Nakon odredivanja razlike varijabli u korelaciji za odredivanje njezine
znacajnosti provode se post hoc testovi. Dostupni su brojni testovi razliCite statisti¢ke snage i manje ili
vece to¢nosti. Kao jedan od post hoc testova provodi se standardni t-test u svrhu utvrdivanja najmanje
znacajnih razlika. U tom testu se provodi usporedba svih moguéih parova aritmetickih sredina grupa.

Odabir testa za analizu moze se temeljiti na uparenosti ili neuparenosti uzoraka. T-test za
neuparene (nezavisne) uzorke jos je jedan od testova koji se primjenjuju za uzorke koji slijede
Gaussovu raspodjelu. MozZe se primijeniti jednosmijerni test (engl. one-tailed test) kojim odredujemo
postoji li povecanje ili smanjenje u vrijednostima parametara. Dok dvosmjerni test (engl. two-tailed
test) trazi bilo kakvu promjenu u vrijednostima parametara. Jednosmjerni test koristi se kada smo
sigurni da ¢e do promjene parametara do¢i samo u jednom smjeru. Za sve ostale slu¢ajeve preporuca
se koristiti dvosmjerni test.

Dovoljan broj podataka i njihova homogenost odreduju raspodjelu podataka, odnosno
odreduju da li uzorkovani podaci slijede Gaussovu raspodjelu. Ovisno o vrsti raspodjele odabiremo
statisticki test. Razlikujemo parametrijske i neparametrijske testove, te istoimene grane statistike koje
ih istrazuju. Parametrijska statistika podrazumijeva da uzorkovani podaci slijede Gaussovu raspodjelu.
Pripadni testovi poput ANOVA testa, t-testa i drugih varijanti koriste se za velike grupe podataka, koji
slijede jedan tip normalne raspodjele vjerojatnosti. Neparametrijska statistika s druge strane temelji se
na metodama i testovima nezavisnim o raspodjeli podataka i pogodnim i za analizu malih grupa
podataka. Za odabir pogodnijeg testa izmedu ova dva potrebno je definirati robusnost i snagu
statistickog testa. Robusnost (engl. robustness) je osjetljivost metode analize na promjene uvjeta
ispitivanja. Robusni test primjenjiv je usprkos nezadovoljavanju svih pretpostavki za njegovo
izvodenje. Svaki parametrijski test ima odgovaraju¢u inaéicu neparametrijskog. Neparametrijski
testovi su robusniji od parametarijskih inacica, no imaju manju snagu testa. Snaga statistickog testa je
vjerojatnost da ¢e test odbaciti nultu hipotezu ako je alternativna hipoteza istinita, §to se naziva
pogreska tipa II ili lazno negativna odluka. Parametrijski testovi imaju jacu snagu testa, $to je povoljno
svojstvo posebice pri analizi velikih uzoraka. S povecanjem snage statistickog testa opada vjerojatnost
pogreske prihvacanja nulte hipoteze kada je ona u stvari neto¢na. Kada numericki podaci ne slijede
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Gaussovu raspodjelu primjenjuje se postupak transformacije ili normalizacija. Najces§c¢e koristena su
tri postupka normalizacije. To su: kvadriranje, logaritmiranje i inverzija podataka.

Dovoljan broj podataka i njihova homogenost takoder znacajno utje¢u na rezultat statisti¢ke analize i
zakljucke koje donosimo na temelju rezultata. Primjerice kada u grupi podataka imamo vrijednosti
koje u velikoj mjeri odskacu od ostalih, oni znac¢ajno utjecu na izra¢une koeficijenata i rezultat. Kada
se u velikoj grupi podataka nalazi nekoliko vrijednosti koje odskacu od linije regresije, mozemo ih sa
velikom sigurnos¢u iskljuciti iz izracuna, oznacivsi ih kao greske u mjerenju, ali ih ne isklju¢ujemo u
potpunosti iz analize podataka. No u slu¢aju male grupe podataka sa viSe uzoraka koji znacajno
odstupaju od linije regresije tesko je odrediti da li se radi o odstupanjima ili su one dio skupa
podataka. Za pronalaZenje rjeSenja u ovakvim slu¢ajevima upotrebljavaju se kvantitativne metode
poput standardne devijacije.
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4 REZULTATI

Analiza uzoraka bazenske vode na prisutnost Legionella pneumophila za uzorke sa podrucja
Primorsko-goranske Zupanije provodi se na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo PGZ temeljem
Pravilnika (NN 107/12, 88/14)standardiziranom metodom HRN 1SO 11731:2000.

Od podataka zabiljezeni su podaci o lokaciji uzorkovanja te okoli$ni uvjeti u trenutku
uzorkovanja, zatim vrijeme uzorkovanja, vrijeme dostave uzorka, pocetak, trajanje i zavrsetak analize.
Podaci zabiljeZeni tijekom uzorkovanja znacajni za analizu su: vrsta bazena, vrsta analizirane vode
(slatka ili morska), temperatura vode, temperatura zraka,vrijednost pH i koncentracija dezinficijensa.
Informacije koje se biljeze nazivaju se sirovi ili izvorni podaci, upisuju se u radne knjige laboratorija.
Informacije tijekom analize uzoraka upisuju se u radni list nazvan "TIJEK ANALIZE". Primjer jednog
takvog radnog lista priloZen je kao Prilog 1 ovog rada. Od podataka koje biljezimo razlikujemo
kvantitativne i kvalitativne podatke. U grupu kvantitativnih podataka spadaju intervalni podaci —
vrijednosti temperatura, te omjerni kontinuirani podaci — koncentracija klora. U grupi kvalitativnih
podataka razlikujemo nominalne podatke i binarne (logi¢ke) podatke. Nominalni podaci su
kompleksni kategori¢ki podaci koji se razlikuju prema nazivu. U ovom istrazivanju nominalni podaci
od znacaja su lokacija, naziv vrste bazena i vrsta bazenske vode. Binarni podaci su osnovni tip
kategoric¢kih podataka, tu podrazumijevamo prikaz rezultata u formatu — pozitivno/negativno. Izvorni
podaci o uzorcima i rezultati dobiveni iz provedenih analiza su objedinjeni u skupine podataka.
Interpretacija rezultata provedena je na temelju podataka iz terenskog izvida i izvje$¢a laboratorijskih
analiza. Dio grafi¢ki prikazanih podataka u ovom poglavlju izveden je iz sirovih podataka. Drugi dio
grafickih prikaza je prikaz rezultata statistickog t-testa iz ANOVA statisti¢kih modela. Podaci su
statisticki obradivani u programima "Microsoft Office Excel 2007" i "Statistica 7".

4.1 Geografska distribucija uzoraka

Sa podrugja Primorsko-goranske Zupanije (u daljnjem tekstu: PGZ) u navedenom razdoblju
analizirano je 324 uzoraka. Najveci broj uzoraka u iznosu od 86 (27%) uzorkovan je na podrucja grada
Opatije, zatim slijede silaznim redom grad Krk sa 40 (12%) uzoraka, podrucje Raba sa 38 (12%),
op¢ina Baska sa 34 (10%), podruéje Crikvenice sa 31 (10%), Malinska sa 20 uzoraka, grad Rijeka sa
17 uzoraka, Novi Vinodolski sa 14 uzoraka, te Dramalj, Klenovica i Selce svaki sa po 7 uzorka,
Delnice sa 5 uzorka, 4 iz Lovrana, 3 uzorka sa Velog Losinja, po 2 uzorka sa otoka Paga, iz Senja i
Viskova, 1 iz Gospica, Karlobaga, Otocca, Solina, te 1 uzorak iz privatne kuce.
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Slika 35. Grafi¢ki prikaz podjele ukupnog broja uzoraka s obzirom na mjesto uzorkovanja

40



Iz podataka prikazanih kruznim grafom vidljivo je da su gradovi i opéine sa ve¢im brojem uzoraka,
posljedi¢no i1 ve¢im udjelom, turisti¢ka sredista u kojima se nalaze javna i/ili polu-javna bazenska
kupalista.

4.2 Broj uzoraka — ukupni/pozitivni

U analiziranom razdoblju zamijecen je pozitivan trend broja uzoraka po godinama, $to je
vidljivo iz sljedeceg stupcastog grafickog prikaza (Slika36). Porast broja uzoraka potvrden je i
prikazanim pozitivnim trendom rasta.

y =29,867x
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Slika 36. Graficki prikaz ukupnog broja uzoraka bazenske vode po pojedinoj godini tijekom perioda
istrazivanja 2013.-2016. godine

Udio pozitivnih uzoraka u odnosu na ukupan broj od 324 uzorka bazenske vode prikazan je

kruznim grafom na Slici 39.
o |

Slika 39. Graficki prikaz udjela pozitivnih uzoraka u ukupnom broju uzoraka bazenske vode
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Svi pozitivni uzorci analizirani tijekom perioda od Cetiri godine (2013. —2016.) zabiljeZeni su
tijekom 2016. godine, §to je zorno prikazano linijskim grafom na Slici 42.
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Slika 42. Prikaz pozitivnih uzoraka po analiziranim godinama

4.3 Vrste bazena

TIako su svi uzorci naznaceni kao bazenska voda, uz 249 uzoraka iz raznih izvedbi bazena, u
analizu je uklju¢eno i 35 uzoraka iz whirpool bazena, zatim 29 uzoraka iz jacuzzi-a, 5 uzoraka spa
zona, 3 uzorka masaznih kada, 2 uzorka vode za punjenje bazena, te 1 uzorak vodenog igralista.
Bazeni sa toplom vodom imaju procijenjen veéi rizik rasta i razmnozavanja bakterija L. pneumophila
od standardnih bazena zbog karakteristi¢nih uvjeta pogodnih za rast bakterija koji se u njima stvaraju.
Stoga im je u ovoj analizi posveéena posebna paznja. Skupine whirpool bazeni, jacuzzi, masazne kade,
spa zona i wellness bazeni srodne su vrste bazena, stoga su za potrebe analize podataka objedinjene
pod nazivom spa bazeni za jednostavniji opisni i graficki prikaz podataka.
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Slika 37. Udio uzoraka vode spa bazena u ukupnom broju uzoraka po analiziranim godinama

Na prikazanom stupéastom grafu (Slika 37) vidljiv je udio uzoraka iz izdvojene vrste bazena po
pojedinim godinama iz perioda istrazivanja. Stupcasti graf je prikazan sa linijom regresije koja
oznacava pozitivan trend uzorkovanja takvih bazena. Pozitivan trend uzorkovanja spa bazena prati
prethodno prikazan porast trenda uzorkovanja svih vrsta bazena.

Jedna od karakteristika bazena kojoj treba posvetiti paznju, obzirom na stvaranje razli¢itih
uvjeta u bazenu, je vrsta vode za punjenje bazena. Za analizu podataka zna¢ajne kategorije bile su
slatka i morska bazenske vode. Veéina bazena ¢ija je voda analizirana punjeni su slatkom vodom,
to¢nije njih 249, $to iznosi priblizno 78%. 22% uzoraka, odnosno72 su bila uzorka morske bazenske
vode. Za preostale uzorke, manje od 1%, nije bila dostupna informacija o kojoj vrsti bazenske vode je
rjjec.
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M Udio pozitivnih uzoraka po vrsti vode za punjenje (slatka vs morska)

® Udio slatka vs morska voda u ukupnom broju uzoraka
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Slika 38. Podjela uzoraka na uzorke slatke i morske vode sa prikazom udjela pozitivnih uzoraka

Uz podatak o podjeli ukupnih uzoraka u kategorije slatka i morska voda na grafu (Slika 38) je
prikazan i udio pozitivnih uzoraka iz pojedine kategorije. Od ukupnog broja uzoraka u analiziranom
periodu zabiljezeno je 7 pozitivnih uzoraka. Od 7 pozitivnih uzoraka, samo jedan uzorak je bazenska
slatka voda iz bazena, dok su preostalih 6 uzorci iz spa bazena, od kojih je jedan uzorak morske
bazenske vode. Od 6 pozitivnih uzoraka iz spa bazena, njih 5 uzorkovano je iz jacuzzi-a, a 1 je uzorak
whirpool bazena. Od ukupnog broja pozitivnih uzoraka, njih 3 uzorkovana su iz istog objekta — Objekt
A (jacuzzi), od ¢ega je jedan uzorak ponovljeno uzorkovanje nakon pozitivne analize. Tre¢i pozitivan
uzorak iz istog objekta ponovljena je pozitivna detekcija iz istog bazena. U dva jacuzzi-ja Objekta B
analiziran je po 1 uzorak sa pozitivnim rezultatom. 1z Objekta C analiziran je 1 pozitivan uzorak iz
bazenske vode. U whirpool bazenu Objekta D analiziran je jedan uzorak morske vode. Prikaz opisanih
podataka nalazi se u Tablici 3.

Tablica 3. Prikaz podataka pozitivnih uzoraka analize bazenske vode na prisutnost L. pneumophila

Objekt A Objekt B Objekt C | Objekt D
Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 | Uzorak5 | Uzorak 6 | Uzorak 7
VRSTA BAZENA Jacuzzi Jacuzzi Jacuzzi bazen Jacuzzi Jacuzzi Bazen Whirpool
bazen bazen bazen bazen bazen
VRSTA VODE BSV* BSV* BSV* BSV* BSV* BSV* BMV**
MJESEC Omjak | Ozujak Kolovoz Omijak | Ozjak | Orjak | Rujan
UZORKOVANJA (prolje¢e) | (proljece) (ljeto) (proljece) | (proljece) | (proljece) (ljeto)
VRIJEME . ek . . . . .
UZORKOVANJA 10:40 / 11:40 10:45 10:48 10:50 08:50
TEMP. VODE (°C) 31 42 35 30 30 29 34,7
TEMP. ZRAKA (°C) 27 28 [*** 26 27 26 [***
KON(rCr:]'gPT_Il‘;)RA 0,16 0,05 0,07 0,74 0,3 0,5 0,9
REZULTAT UBB 100 2 640 100 10 0 5
REZULTAT L.
pneumophila 304 100 4000 10 150 10 600
(cfu/1000 ml)
SEROGRUPA 1 1 1 1 1 2-14 1

*BSV = bazenska slatka voda
**BMV = bazenska morska voda
*** oznaka "/"oznacava da nedostaje podatak
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4.4 Odnos pojavnosti L. pneumophila i ostalih ispitanih pokazatelja

Pracenjem odnosa dva parametara, koncentracija slobodnog klora i ukupnog broja bakterija, u
odnosu na pozitivne i negativne uzorke sa prilozenog grafa na Slici 40 uocava se obrnuto
proporcionalan odnos, $to odgovara o¢ekivanom ponasanju. Kod manje koncentracije slobodnog klora
(dezinficijensa) u bazenskoj vodi nastaju pogodniji uvjeti za rast bakterija. To se o¢itava poveéanim
rastom UBB. Pri zadovoljavanju specifi¢nih uvjeta za rast legionela, detektira se i njihova prisutnost
upotrebom odgovarajucih testova.
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Slika 40. Graficki prikaza negativnog trenda koncentracija rezidualnog slobodnog klora (RSK) u
odnosu na porast ukupnog broja bakterija (UBB) kod pozitivnih uzoraka

Na Slici 41 prikazana je korelacija srednjih godi$njih vrijednosti parametara koncentracije slobodnog
klora i ukupnog broja bakterija. Na grafickom prikazu moze se uociti negativna korelacija tih dvaju
parametara. Korelacijskom analizom utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija (r = -0,18,
p<0,005)
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Slika 41. Graficki prikaz odnosa srednjih vrijednostikoncentracija rezidualnog klora (RSK) na ukupni
broj bakterija (UBB) za pojedinu godinu iz analiziranog perioda
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Rezultati statistiCke obrade u programu "Statistica™" prikazani su u nastavku. Analiza varijance
provedena je ANOVA t-testom. lako logi¢na i prikazana u prethodnim grafovima korelacija
parametara RSK (p = 0,3562) i parametra UBB (p = 0,918) sa pojavnosti L. pneumophila u uzorcima
analizom varijance nije se pokazala statisti¢ki znacajnom. Parametar temperatura zraka (p = 0,898)
takoder ne pokazuje statisticki znacaju razliku izmedu uzoraka provedbom analize varijance.
Provedbom parametrijskog t-testa izlu¢ena je statisti¢ki znacajna razlika u temperaturi vode (p <0,001)
izmedu pozitivnih i negativnih uzoraka prikazana na Slici 44. Raspon vrijednosti temperature vode
svih analiziranih uzoraka u rasponu je od 17 — 42 °C, medijan raspona je 29,5 °C, srednja vrijednost
iznosi 26 °C. Srednja vrijednost temperature vode prikazana je na Slici 43, a za pozitivne uzorke
srednja vrijednost iznosi 33,1 °C.
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Slika 43. Graficki prikaz srednje vrijednosti temperature vode pozitivnih i negativnih uzoraka
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Slika 44. Prikaz rezultata ANOVA t-testa za varijablu temperatura vode
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Obzirom da su pozitivni uzorci u promatranom razdoblju detektirani samo u 2016. godini, t-
testom se analizirala varijanca odnosa srednjih vrijednosti varijabli izmedu 2016. godine kao jedne
grupe, u odnosu na razdoblje 2013. do 2015., kao druge grupe, u kojoj nije uocen niti jedan pozitivan
uzorak. Statisticki znacajnim se pokazao parametar temperature zraka (p = 0,001), rezultat analize
prikazan je na Slici 45. Raspon vrijednosti temperature zraka svih analiziranih uzoraka u rasponu je od
14 — 39 °C, medijan raspona je 26,5 °C, srednja vrijednost iznosi 23 °C. Podaci za 2016. godinu:
srednja vrijednost iznosi 25,3 °C; standardna devijacija 4,2; minimum 15,0 °C; maksimum 33,0°C.
Podaci za period 2013.-2015. godine: srednja vrijednost iznosi 27,1 °C; standardna devijacija 4,6;
minimum 14,0 °C; maksimum 39,0 °C.

TT-teeit= Grougng: Godina | Spreadsheet 12)
Groug 1: 2016
Group 2: 2013- 2
Kesn Mesn tvalue | df B Valid W |vaidMN | SdDew. (SidDev. | Forafio i
Voritie | 2016 | A013-2 2008 |2013-2 [ 2018 | 2013-2 |Variances |Variancos
T 2530319 | 2711979 Si5d | 28d | 001273 =T T | AT | A551160 | AW | 0o
280
o Mesn [JMeant5E T Meantt 575
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270t
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Slika 45. Prikaz rezultata ANOVA t-testa za varijablu temperatura zraka

Analizom varijance t-testom izmedu 2016. godine pojedina¢no sa ostalim godinama iz perioda
istrazivanja zabiljeZena je statisti¢ki znacajna razlika u temperaturi zraka (p < 0,001) izmedu uzoraka
iz 2015. godine i uzoraka iz 2016. Godine, prikazana na Slici 46. Srednja vrijednost temperature zraka
za 2015. godinu iznosi 28,56 °C sa standardnom devijacijom od 4,86. Srednja vrijednost istog
parametra za 2016. godinu iznosi 24,59 °C sa standardnom devijacijom od 4,02.
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T-test for Independent Samples (Spreadsheeti16)
Note: Variables were treated as independent samples
Mean Mean t-value | df ] Valid M | Valid M |Std.Dev. | Std)

Group 1 vs. Group 2 Group 1 | Group 2 Group 1 [Group 2 | Group 1 | Gr
Tzraka 2015 vs. Tzraka 2016 | 28 5568¢ 24 585%9€ 5 37019€ 145 0,00000( 79 53 4 85885¢ 4,0)
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Slika 46. Prikaz rezultata ANOVA t-testa za varijablu temperatura zraka

Detaljnijom analizom uzoraka zamijeceno je da do znacajne razlike u temperaturi zraka dolazi zbog
razlike u vremenu uzorkovanja. Primjerice, u 2015. godini je veéina uzorkovanja, dakle mjerenja
temperature izvrSena u periodima dana s ve¢om temperaturom zraka u odnosu na vremena
uzorkovanja u 2016. godini. U razdoblju s mjerenom najnizom temperaturom zraka (8 — 9 h). u 2016.
godini uzorkovan je znatno vec¢i udio uzoraka, u odnosu na udio tijekom 2015. godine. Priblizno sli¢an
udio uzoraka uzorkovan je u satima kada se srednja vrijednost izmjerene temperature zraka kre¢e od
26 — 27 °C. U 13 sati, kada je zabiljeZena najveca srednja temperatura zraka, u 2015. godini uzorkovan
je dva puta veéi udio uzorak, u odnosu na udio uzoraka uzorkovan u promatranom periodu dana 2016.
godine. Opisano je prikazano na slici 47 gdje je kombinacijom stupcastog i linijskog grafa prikazan
udio uzoraka iz usporedivanih godina po satima kada je izvrSeno uzorkovanje. Crvena linija prikazuje
srednju vrijednost temperature zraka po satima.
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Slika 47. Graficki prikaz promjene temperature zraka po satima s obzirom na udio uzetih uzoraka u
tom vremenu
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Post hocTukey HSD testom provedenim na vrijednostima iz pojedinih godina proucavanog
razdoblja, potvrdena je statisticki znacajna razlika u temperaturi zraka (p < 0,001) izmedu uzoraka iz
2015. godine i uzoraka iz 2016. godine.
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5 RASPRAVA

Bakterije iz roda Legionella su ubikvitarni mikroorganizmi, prirodno prisutni u vodi. 1z
okolisnih uzoraka se uglavnom detektiraju u malim koncentracijama, kao posljedica njenih specifi¢nih
nutritivnih zahtjeva. Za rast zahtijevaju aminokiselinu cistein i soli Zeljeza. lako nutritivno zahtjevna
vrsta, vrlo je otporna na vanjske uvjete, te u vodovodnom sustavu mogu prezivjeti vise od godine
dana.U odnosu na veéinu bakterija iz vode otpornije su na niZe vrijednosti pH i kratkotrajno izlaganje
visokim temperaturama (40 — 60 °C). Navedene karakteristike legionela iskoriStene su prilikom
dokazivanja prisutnosti legionela u uzorcima vode. Tijekom provedbe metode HRN 1SO 11731:2000
uzorak se izlaze temperaturi od 55 °C,$to onemogucuje rast ne-ciljanih mikroorganizama koji ne
podnose visoke temperature, a svojim bi rastom mogli ometati detekciju legionela. U bazensku vodu
legionele dospijevaju iz vodovodnog sustava, u kojem se one u pogodnim uvjetima razmnozavaju i
predstavljaju opasnost od legioneloza. U slu¢aju pozitivnih rezultata, za pravilnu interpretaciju nalaza i
poduzimanje daljnjih mjera vazno je da je rezultat izrazen kvantitativno. Bazenska voda s
prekomjernom koncentracijom baterija Legionella spp. predstavlja moguci izvor infekcije. Legionele
inficiraju di$ni sustav uzrokujuci pneumoniju ili blaze oblike respiratornih oboljenja, ovisno 0 vrsti
bakterije iz roda Legionella koja je uzrokovala bolest. Nije zabiljezen put Sirenja infekcije ingestijom
legionela. Dakle, osim povisenog broja legionela u bazenskoj vodi do infekcije ¢e doci u uvjetima
stvaranja aerosola koji sadrzi bakterije. Vrste bazena u kojima postoje uvjeti stvaranja aerosola su spa
bazeni, ukljucujuci wellnes, whirpool bazene i vruce kupelji. Stoga navedene vrste bazena pripadaju
rizi¢nijoj vrsti bazena te im je oko odrzavanja i provodenja sanitarno-higijenskih postupaka potrebno
posvetiti vise paznje. Prema izvjestaju WHO iz 2006. godine, do tada nije bio zabiljezen niti jedan
slucaj izbijanja infekcije ili epidemije legioneloze povezan s kupanjem u bazenu (34). Vecina
slu¢ajeva epidemija legionarske bolesti u svijetu izbile su udisanjem inficiranog aerosola koji se $iri
okolnim zrakom iz rashladnog tornja. Od 2002. godine uspostavom Europskog centra za kontrolu i
prevenciju bolesti (ECDC), internacionalni nadzor i prijavljivanje sluc¢aja obolijevanja u Europskoj
unije odvija se putem mreze ELDSNet. Prema podacima iz izvjes¢a ECDC-a "Legionnaires” disease in
Europe" iz 2014. godine, vecina infekcija je nastala iz izvora povezanih sa zajednicom, putovanjem i
zdravstvenim ustanovama. U 2014. godini u zemljama Europske Unije od 5984 prijavljena sluéaja, 74
% (4406) infekcija ste¢eno je u zajednici, 18 % oboljenja povezano je s putovanjem, 7 % sa boravkom
u zdravstvenim ustanovama, dok za preostalih 2 % nije definiran izvor infekcije (35). Prema izvoru
zaraze, od ukupnog broja slucajeva za 58 % izvor zaraze su bili rashladni uredaji, 40 % je steceno
infekcijom iz vodovodnih sustava, 1 % oboljenja uzrokovano je infekcijom iz bazenske vode, a
preostalih 1 % obuhvaca sve druge izvore (35). Iz ljetopisa Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo
(HZZJZ) podaci su o izbijanju epidemija legioneloza za istrazivano razdoblje 2013. — 2016. godine na
podrucju Republike Hrvatske slijedeci: u 2013. godini zabiljezena je jedna epidemija sa dvoje
oboljelih; od tada, do 2016. g. nije bilo zabiljezenih epidemija, kada je zabiljeZena jedna epidemija sa
sedam oboljelih.

Analizirani uzorci bazenske vode obuhvaceni ovim istrazivanjem uzorkovani su iz javnih
bazena, izuzev jednog uzorka koji je uzet u privatnom bazenu. Za provedbu statisticke analize
definirana je vrsta bazena. Uzorkovani su regularni bazeni, jacuzzi, spa, whirpool bazeni, te masazne
kade, vodeno igraliSte, i manji broj uzoraka vode za punjenje bazena. Jacuzzi, spa i whirpool bazeni, te
masazne kade su kao §to je ve¢ tijekom rada definirano, zbog srodnosti uvjeta svrstani u skupinu spa
bazena. U ukupnom broju analiziranih uzoraka uoc¢en je pozitivan trend rasta spa bazena, koji takoder
prati pozitivan trend ukupnog broja ispitanih bazena. Od pozitivnih uzoraka, samo je jedan uzorkovan
iz regularnog tipa bazena, dok su svi preostali (njih Sest) iz srodnih varijacija spa bazena. Dobiveni
rezultati potvrduju ¢injenicu da spa bazeni, te opéenito bazeni s poviSenom temperaturom vode, zbog
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povoljnih uvjeta pogodnih za rast bakterija, predstavljaju skupinu bazena s povec¢anim rizikom za rast
i razmnozavanje L. pneumophila. Povecani rizik spa bazena naznacen je u mnogobrojnim vodic¢ima i
literaturi, primjerice u preporukama "Preventivne mjere za smanjenje rizika od legionarske bolesti u
hotelu/kampu/marini*, HZZJZ 2017.

Pri detekceiji ukupnog broja bakterija zabiljezen je Sirok morfoloski spektar poraslih kolonija.
1z velikog broja razlicitih poraslih kolonija izdvojene su samo suspektne kolonije, koje su morfoloski
odgovarale opisu legionela. Legionele rastu na hranjivoj podlozi kao pravilne, sjajne, okrugle,
konveksne, sivo-bijele, kremaste, ljubi¢aste, plave, a ponekad i zelenkaste (limetaste) kolonije sa
mlije¢nim prozirnim sjajem. U pozitivnim uzorcima zabiljezeni su opisi porasta sitnih, sitnih sjajnih,
boje limete, sitnih plavkastih, te bijelih sjajnih kolonija. Kolonije izloZene ultraljubi¢astom zracenju
fluoresciraju zuto-zeleno.

Utvrdena je znacajna razlika u temperaturi vode u uzorcima pozitivnim na legionelu u odnosu
na uzorke u kojima legionele nisu detektirane (t-test, p < 0,001). Takoder, znacajna razlika u
temperaturi zraka uocena je izmedu 2016. godine, u kojoj su zabiljeZene svi pozitivni uzorci, i ostalih
istrazivanih godina, u kojima pozitivni uzorci nisu detektirani. Naime, u 2016. godini temperatura
zraka u bazenskom prostoru bila je znacajno niza (t-test, p < 0,001), medutim daljnjom analizom
podataka zakljuceno je da je navedena razlika posljedica promjene u vremenu uzorkovanja, te da nema
znac¢ajan utjecaj na sam rezultat ispitivanja. lako ocekivana, statisti¢ki znacajna razlika izmedu ostalih
ispitivanih fizikalno-kemijskih i mikrobiolo§kih parametara sa brojem detektiranih bakterija L.
pneumophila po godinama ispitivanja nije utvrdena.

Provedbom parametrijskog t-testa izlu¢ena je statisti¢ki znacajna razlika u temperaturi vode (p
<0,001) izmedu pozitivnih i negativnih uzoraka. Raspon vrijednosti temperature vode svih
analiziranih uzoraka u rasponu je od 17°C — 42 °C, medijan raspona je 29,5 °C, srednja vrijednost
iznosi 26 °C. Srednja vrijednost temperature vode za pozitivne uzorke iznosi 33,1 °C. Rezultat je
oc¢ekivan,obzirom da povisena temperatura pogoduje rastu i razmnozavanju veéine bakterijskih vrsta,
pa tako i L. pneumophila. Temperatura vode jedan je od znacajnijih parametara na koji se u Vodi¢ima
za detekciju i prevenciju prisutnosti legionela u bazenskoj vodi preporuc¢uje obratiti posebnu
pozornost.

Grafic¢kim prikazom jasno se vidi da u uvjetima nize koncentracije rezidualnog klorau vodi
poraste veci broj UBB. Kod uzoraka pozitivnih na legionelu mjerene su nize koncentracije rezidualnog
klora uz porast vec¢eg broja UBB.

Pri zadovoljavanju specifi¢nih uvjeta za rast legionela, detektira se i njihova prisutnost
upotrebom odgovarajucih testova. Uvidom u sirove podatke pozitivnih uzoraka bazenske vode zapaza
se slijedece: pri priblizno najnizoj vrijednosti koncentracije klora (0,07 mg/1) oCitava se najvisi broj
bakterija L. pneumophila koji iznosi 4000 cfu/ml. U istom je uzorku ocitan i najve¢i UBB (640
cfu/ml). Kod uzorka sa najvecom vrijednosti koncentracije klora (0,90 mg/l) od pozitivnih uzorak
o€itan je broj bakterija L. pneumophila u iznosu od 600 cfu/ml. No najmanji broj bakterija L.
pneumophila u iznosu od 10 cfu/ml zabiljeZen je u dva pozitivna uzorka, pri ¢emu je vrijednost
koncentracije klora u jednome iznosila 0,74 mg/l, a u drugome puno niza koncentracija od 0,05 mg/I.
Vrijednost UBB je u pojedinim uzorcima u kojima legionela nije potvrdena prelazila i vise od 2000
cfu/ml. lako je utvrdena negativna korelacija izmedu koncentracije klora i UBB, izmedu godina nije
uocena staticki znacajna razlika. Do sli¢nih rezultata dosla je i skupina autora znanstvenog ¢lanka
Raki¢ i sur. (2013), u kojem je analizirana prisutnost bakterija L. pneumophila u toploj vodovodnoj
vodi (36). Rezultati istrazivanja pokazuju da se prisutnost L. pneumophila dokazuje u kloriranoj kao i
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u nekloriranoj vodi. Prema navedenome, ostaje upitan u¢inak klorana na usporavanje rasta i
razmnozavanje L. pneumophila. (37). U preglednom ¢lanku Raki¢ i sur (2016) opisan je utjecaj
formiranja biofilmova u vodopskrbnom sustavu koji imaju afinitet prema mjestima sa sporim
otjecanjem vode. Kod turbulentnog protoka ti se biofilmovi otkidaju, uzrokujuci rekontaminaciju
vode. U ovim slu¢ajevima, usprkos vi$oj razini klora, voda moze biti mikrobioloski onecis¢ena. U
pojedinim uzorcima pozitivnim na legionelu mjerene koncentracije klora bile su ispod minimalne
razine propisane Pravilnikom koji definira kriterije za bazenske vode (NN 107/12, 88/14) od 0,12
mg/I. U prijedlogu preventivnih programa Bilajac (2005), prikazano je da je mikrobioloski
neispravnim uzorcima koncentracija rezidualnog klora bila manja od propisane (38).

Udio pozitivnih uzoraka iz morske bazenske vode (1,4 %) manji je od udjela pozitivnih
uzoraka iz slatke bazenske vode (2,4 %). Medutim, obzirom da je rije¢ o Samo 7 pozitivnih uzoraka na
legionelu tijekom cijelog promatranog razdoblja, utjecaj vrste vode za punjenje potrebno je jo$
istraziti.

Sezonska distribucija podataka pokazuje da su se svi legionela pozitivni uzorci javili u
proljece i ljeto. Navedena godisnja doba se smatraju rizicnim periodima za infekcije legionelama zbog
slijedecih razloga: povisene temperature koje pogoduju njihovom rastu i razvoju; vece posjecenosti
bazenskih kupalista (vece frekvencije kupaca); otvaranje sezonskih objekata u proljece, nakon perioda
stagnacije Sto predstavlja povecéan rizik za razvoj epidemije.

Svi uzorci u kojima je dokazana legionela tijekom razdoblja od ¢etiri godine (2013. — 2016.)
zabiljeZeni su u samo jednoj kalendarskoj godini, 2016. Uzevsi u obzir taj podatak analizom varijance
usporedivane su vrijednosti ispitivanih parametara izmedu 2016. godine kao jedne grupe s razdobljem
od 2013.-2015. kao druge grupe podataka. Statisti¢ki zna¢ajna razlika utvrdena je samo kod jednog
pokazatelja, temperature zraka (p = 0,001). Analizom varijance t-testom izmedu 2016. godine sa
svakom pojedinom godinom iz perioda istrazivanja statisticki znacajna razlika zabiljezena je u
temperaturi zraka (p < 0,001) izmedu uzoraka iz 2015. i 2016. godine. Detaljnijom analizom terenskih
podataka zamijeceno je da do znacajne razlike u temperaturi zraka u bazenskom prostoru dolazi
ovisno o satu u kojem je uzorkovanje provedeno. Za razliku od 2016. godine, u 2015. godini vec¢ina
uzorkovanja uz mjerenje temperature izvrSena je u periodu dana kada su temperature zraka bile vise. U
2016. godini u periodu dana u kojem je zabiljeZena najniza temperaturom zraka (srednja vrijednost 23
°C; 8 — 9 h) uzet je znatno veci udio uzoraka u odnosu na 2015.godunu. U satima kada se srednja
vrijednost izmjerene temperature zraka krece od 26 — 27 °C priblizno sli¢an udio uzoraka uzorkovan je
u obje godine. U 13 sati, kada je zabiljeZena najvisa srednja temperatura zraka (27 °C ) u 2015. godini
uzorkovan je dvostruko veci broj uzoraka, u odnosu na 2016. godinu. Medutim, unato¢ tome $to se
2016. godina jedino po temperaturi zraka razlikuje od ostalih promatranih godina, a to je ujedno i
jedina godina koja biljeZi pozitivne uzorke na legionelu, smatramo da navedeno nema utjecaj na
pojavnost legionela u bazenima.

Zdravstvena ispravnost bazenske vode trenutno je u Republici Hrvatskoj definirana
Pravilnikom o sanitarno-tehnickim i higijenskim uvjetima bazenskih kupalista te o zdravstvenoj
ispravnosti bazenskih voda (NN 107/12, 88/14). Navedeni Pravilnik propisuje opseg i ucestalost
ispitivanja uzoraka bazenske vode. Ucestalost ispitivanja je jedanput mjesecno, kao i u sezonski
otvorenim kupalistima, koja se medutim ispituju Samo u sezoni kupanja. VVoda se na bioloski
pokazatelj od interesa za ovaj diplomski rad, Legionella pneumophila, ispituje jednom godisnje, a za
sezonska kupalista provjerava se prije pocetka sezone kupanja. Propisana grani¢na vrijednost iznosi <
1 cfu/ml sa napomenom "U bazenima s mijeSanjem vode i/ili kod kojih se moze stvarati aerosol, ako je
temperature vode u bazenu > 23 °C."(9). Hrvatskom zakonskom regulativom (Pravilnikom NN
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107/12, 88/14) za bazenske vode preporucena je upotreba metode membranske filtracije, no
dozvoljeno je koristenje i drugih akreditiranih metoda koje su validirane internom validacijom i
medulaboratorijskim provjerama.

Detaljnijom analizom dobivenih rezultata za pretpostaviti je da se znacajna razlika u
pojavnosti legionela u bazenskoj vodi Primorsko-goranske Zzupanije izmedu 2016. godine i prethodnog
perioda obuhvac¢enog ovim istrazivanjem (2013. — 2015.) javila uslijed promjene mikrobioloske
metode ispitivanja. U periodu od 2013. — 2015. godine, analiza bazenske vode na L. pneumophila
provodila se preporuc¢enom standardnom metodom HRN 1SO 11731:2008 Detekcija i brojenje
Legionella — Izravna metoda membranske filtracije za vode s malim brojem bakterija, obzirom da je
rije¢ o kloriranoj vodi kod koje se ne ocekuje mikrobiolosko optere¢enje. Medutim, primjenom
metode HRN 1SO 11731-2:2008, u rutinskom radu su uo¢eni nedostaci ove metode, odnosno njena
niza osjetljivost. Da je rije¢ o manjkavoj metodi potvrdeno je iz rezultata PT testa (eng. Proficiency
Testing). Naime, referentni materijal je istovremeno ispitan s obje HRN ISO 11731 metode, pri cemu
u uzorku ispitanom metodom HRN ISO 11731:2008 legionele nisu potvrdene, dok je primjenom
metode HRN 1SO 11731:2000 Kvaliteta vode — brojenje Legionela rezultata bio pozitivan, §to je u
Izvjestaju ,,PT provider-a“ potvrdeno kao dobar rezultata, u skladu s rezultatima ostalih laboratorija
koji su sudjelovali u medulaboratorijskom usporedivanju. U tekucoj (2017.) godini donesena je
izmjena metode HRN ISO 11731:2017. Akreditirani laboratoriji u definiranom vremenskom roku
imaju obavezu primijeniti novu verziju norme HRN ISO 11731.

Prema navedenome, odabir adekvatne metode ispitivanja ima veliku ulogu u smanjenju rizika
od pojave legioneloza, medutim za zastitu zdravlja korisnika bazena potrebno je i pravilno odrzavanje
sanitarno-higijenskih uvjeta u bazenu i bazenskom okolisu, uvazavanje ku¢nog reda na bazenskim
kupali$tima od strane korishika kao i pravilna izvedba vodovodnog sustava koja onemogucuje prodor
mikrobioloskog onecis¢enja, ukljucujuéi i vrsteL. pneumophila u vodu u sustavu.
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6 ZAKLJUCCI

e Broj uzoraka bazenske vode u kojima je dokazano prisustvo L. pneumophila generalno je
mali, medutim s trendom porasta, u skladu s porastom udjela spa bazena u ukupnom broju
ispitanih bazena

e Broj ukupno ispitanih bazena takoder je u porastu

e Zamijecen je veci udio pozitivnih uzoraka u bazenima punjenim slatkom vodom, u odnosu na
bazene punjene morskom vodom

e U pozitivnim je uzorcima u odnosu na negativne zabiljeZena statisticki znaCajno visa
temperatura

e U pozitivnim je uzorcima u odnosu na negativne zabiljezena niza koncentracija rezidualnog
klora i visi UBB, medutim razlika nije bila statisticki znacajna

e Znacajna razlika po godinama u temperaturi zraka u bazenskom okolisu utvrdena je 2016.,
koju karakterizira zna¢ajno niza temperatura zraka u odnosu na ostale ispitivane godine;
analizom podataka je utvrdeno da je navedeno posljedica promjene u vremenu provedbe
uzorkovanja, bez utjecaja na pojavnost legionela

e Uz provodenje analiza uzoraka, potrebno je provjeravati osjetljivost koriStene metode, te po
potrebi primijeniti drugu metodu analiziranja.

e Sezonska distribucija legionela pozitivnih rezultata ukazuje na njihovu pojavnost u proljece i
ljeto

e Odabir adekvatne metode od presudnog je znacaja za to¢an rezultat analitickog postupka, pri
¢emu treba naglasiti potrebu za stalnim preispitivanjem i unaprjedenjem analitickih metoda
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PRILOZI

Prilog 1. Radni list "TIJEK ANALIZE Izolacija i potvrdivanje Legionella pneumophila™

>

i

’:‘W

e ——
NASTAVNI ZAVOD ZA
JAVNO ZDRAVSTVO

Zdravstveno-ekoloski odjel

TIJEK ANALIZE
Izolacija i potvrdivanje
Legionellapneumophila

AB broj prema LDV-I-260

Laboratorijski broj:

1. Op¢i podaci

Vlasnik Datum i vrijema uzorkovanja Uzorkovaol/la

Objekt Datum i vrijeme dostave uzorka Zaprimio/la

Lokacija uzorkovanja Datum i vrijeme pocetka analize Zadnji dan
inkubacije

2. Opis uzorka

Uzorkovana voda Temperatura

(°C):

Dezinfekcija

Vazne opaske

1. obradena voda za pi¢e

2. bazenska voda:
morska
slatka

3. neobradena voda u prirodi

4. tehnoloska voda

1. klorni preparat

koncentracija mg/l

2. ostala dezinfekcijska sredstva
naziv

koncentracija

3.Uzgoj i identifikacija

Popratna flora na krvnom agru (KA)—volumen uzorka od 0,5 ml,

inkubacija 37°C /5 dana

Datum

Broj kolonija (cfu)

Opaska

1.

2

1000 ml, inkubacija 37°C /10 dana

Uzgoj i identifikacije Legionellapneumophila, na BCYE agru oplemenjenom za njezin rast—volumen uzorka

Broj
Datum kolonija Opis kolonija Razrada Paraf

(cfu)

1:

2

3.

4.

Rezultat:

Datum i vrijeme zavrSetka analize:

Zakljucio/la:
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ZIVOTOPIS

OSOBNI PODACI
Ime i prezime

Spol

Adresa

Telefon

Mobitel

E-mail
Drzavljanstvo

Datum, mjesto 1 drzava
rodenja

SKOLOVANIJE

OSOBNE I TEHNICKE
VJESTINE I ZNANJA

MATERINJI JEZIK
OSTALI JEZICI

VOZACKA DOZVOLA

SNJEZANA SIMEG

Z

Murajska 17, 51517 Korni¢
051/ 851 — 070

097 / 7249 —770

snjezana2911@gmail.com

Hrvatsko
20.01.1992. Rijeka, Hrvatska

2015 —2017. Medicinski Fakultet u Rijeci, Diplomski sveucili$ni
studij Sanitarno Inzenjerstvo

2010 — 2015. Medicinski Fakultet u Rijeci, Preddiplomski
sveucilisni studij Sanitarno Inzenjerstvo

2006. — 2010. Srednja skola ,,Obrtnicka Skola®, Opatija, smjer
kozmeticar

1998. — 2006. Osnovna $kola ,,Fran Krsto Frankopan®“ Krk, PS
Punat

Poznavanje rada na raunalu
Rad u programima Microsoft Office

HRVATSKI JEZIK

ENGLESKI JEZIK — aktivno
NJEMACKI JEZIK — aktivno
TALIJANSKI JEZIK — pasivno

B kategorija

VLASTORUCNI POTPIS
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