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SAZETAK:

Legionela je bakterija kojoj je primarno staniSte u vodenim sredinama, a od njih se
posebno isticu umjetno stvorena stanista kao $to su bazeni, gradske fontane, klima uredaji 1
sli¢no. Najveéi rizik predstavljaju slijepi krajevi cijevi gdje se legionela nastani u obliku
kolonija, ali mogu stvarati i izrazito otpornu strukturu kao §to je biofilm, osim navedenih rizika,

potencijalnu prijetnju stvara i legionelino parazitiranje unutar amebe.

Kroz ovo istrazivanje praceno je prezivljavanje razlicitih sojeva Legionella
pneumophila, odnosno vrsta legionela u uzorku morske vode. U pokusu je koriSteno dvanaest

razli¢itih sojeva L. pneumophila te vrste L. bozemanii, L. anisa 1 L. longbeachae.

Iz rezultata se moZe donijeti zakljuak da razliciti sojevi L. pneumophila mogu
prezivjeti morskoj vodi do 7 dana, neovisno o tome da li je rije¢ klinickim ili okoli§nim
rezultatima. Suprotno tome, druge vrste ne prezivljavaju u morskoj vodi 1 ve¢ unutar 24 sata ih
ne mozemo dokazati. Zaklju¢no, morska voda moze biti izvor legioneloza ovisno o vrsti 1

kolicini bakterija koje se u njoj nalaze.



ABSTRACT:

Legionella is a bacteria which primary residence is in water, from which stand out
artificially created residence, like pools, fontains, air conditioners and similar. The greatest risk
are blind ends of tube where legionella lives in the form of colonies, but they can make
extremely resistant form like biofilm, expect those risks, potential threat make also legionella’s

parasitism inside amoeba.

Through this research it was monitored the survival of different Legionella
pneumophila strains and other Legionella species in a seawater sample. In the experiment was
used twelve different L. pneumophila strains and species L. bozemanii, L. anisa, and L.

longbeachae.

From results, we can see that different layers of L.pneumophila can survive in sea water
for up to seven days independently of clinical or environmental results. Opposite of that, other
species do not survive in seawater and within 24 hours we can not prove them. In conclusion
sea water can be a source of legionellosis, depending on the species and amount of bacteria

contained in it.
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1. UVOD:

Legionella je bakterija koja predstavlja veliki javno zdravstveni problem, narocito je
opasna za imunokompromitirane bolesnike i bolesnike sa kroni¢nim bolestima. Mogu¢nost
obolijevanja legionelom moguca je tijekom cijele godine, ali najve¢i broj oboljelih
zabiljeZen je u ljetnim mjesecima i to boravkom u hotelima koji rade samo za vrijeme
trajanja sezone. Posebno su rizi¢ne vode koje duze vrijeme stoje u bojlerima, bazenima,
klimatizacijskim sustavima i slijepim zavrSecima cijevi. Bolesti koje su uzrokovane
Legionellom nazivaju se legionelozama. Legionela je poznata kao gram negativna bakterija
koja je sveprisutna u vodenom okruzju koja se osim u prirodnom vodenom okruZenju moze
na¢i i u umjetnom stvorenim vodama. Moguénost zaraze legionelom je udisajem
oneciS¢enog vodenog aerosola, jer bakterija primarno napada pluc¢a dok se konzumacijom
zarazene vode na usta gotovo nemoguce zaraziti. Rizik od obolijevanja bolesti postaje veci
sa povecanjem zivotne dobi osobe koja je izlozena zarazenom vodenom aerosolu, posebnu
rizicnu skupinu ¢ine i pusaéi. Budu¢i da je bakterija poznata kao unutar stani¢ni patogen
simptomi bolesti se mogu razlikovati, a bolest se najces¢e pojavljuje u dva oblika i to kao
pontijacka groznica koja je predstavljena kao blazi oblik gripe ili se moze pojaviti kao
legionarska bolest koja moze biti potencijalno letalna. Legionella pripada porodici
Legionellaceae iz koje se istiCe 1 najopasnija je za Covjekovo zdravlje Legionella

pneumophila.



1.1 Opde karakteristike Legionella
Legionela se prvi puta pojavila u drugoj polovici 20. stoljeca i to u velikoj zarazi medu
ameriCkim legionarima, zbog kojih je izmedu ostalog i dobila naziv(3). Bakterija je prvi
puta izolirana 1943. godine iz zamorca, a 1954. godine u Poljskoj bakterija je izolirana iz
tla. Od tada je poznato da iz porodice Legionellaceae pripada bakterija iz roda Legionella
koja posjeduje najmanje 52 vrste sa velikim postotkom genetske podudarnosti koja iznosi
oko 90% 1 viSe od 70 razlicitih serotipova (2). Uz pomo¢ mikroskopa uoceno je da se radi

0 gram negativnoj Stapicastoj bakterija koja se koristi acrobnim metabolizmom.

. Slika 1. Prikaz L. pneumophila pod mikroskopom (izvor:
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=bd9qX{7YF8

OEacX8vqgH&qg=l.tpneumophila&og=Il.+pneumophila&gs 1=img.1.0.0i119.29188.31704

..33070...0.0..0.98.1423.16......0....1..gws-wiz-img.......0i130.mLCUmMDNdXDY)

Zanimljivo je kako se ova bakterija vrlo brzo uspije prilagoditi na nepovoljne uvjete s
niskim hranjivim tvarima. Zbog toga se Legionella pneumophila seroskupine O1 smatra

jednim od najées¢ih uzrocnika legioneloza.


https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=bd9qXf7YF8OEacX8vqgH&q=l.+pneumophila&oq=l.+pneumophila&gs_l=img.1.0.0i19.29188.31704..33070...0.0..0.98.1423.16......0....1..gws-wiz-img.......0i30.mLCUmDNdXDY
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=bd9qXf7YF8OEacX8vqgH&q=l.+pneumophila&oq=l.+pneumophila&gs_l=img.1.0.0i19.29188.31704..33070...0.0..0.98.1423.16......0....1..gws-wiz-img.......0i30.mLCUmDNdXDY
https://www.google.com/search?biw=1366&bih=657&tbm=isch&sa=1&ei=bd9qXf7YF8OEacX8vqgH&q=l.+pneumophila&oq=l.+pneumophila&gs_l=img.1.0.0i19.29188.31704..33070...0.0..0.98.1423.16......0....1..gws-wiz-img.......0i30.mLCUmDNdXDY

1.1.1. Legionella pneumophila

-----

obolijevanja od legionarske bolesti, uzrok toga je upravo unutar stani¢ni nain zivota
legionele 1 sposobnost razmnozavanja u ljudskim makrofazima da se pritom izbjegne proces
fagocitoze. Jedna od mana ove gram negativne StapiCaste bakterije jest nemogucnost
prezivljavanja u okoliSu bez prisustva voda. Kada se jednom nade u uvjetima koji joj
odgovaraju kao §to su prirodne vode ili umjetno stvoreni vodeni sustavi primjera bazeni,
bojleri, cisterne, slijepi zavrSeci vodovodnih cijevi, jacuzzii moze stvoriti veliku prijetnju
za Covjekovo zdravlje. Velik broj razliCitih serotipova koje ova bakterija posjeduje i
veli¢ina od samo 2 pa do 20 mikrometara nimalo nisu pogodni za covjekovu rezistentnost
na ovu bakteriju (5). U svojoj gradi ima tanki stanicni zid u koji su ugradene masne kiseline
1 ubikinoni, te za svoju pokretljivost koristi flagele 1 da bi uspjesno adherirala u stanicu

domacina koristi se specifi¢nim pilima koje posjeduje u svojoj gradi (4).



Tablica 1. Karakteristike L. pneumophila

Karakteristike Legionella pneumophila
Oblik Bacil

Vodena staniSta (unutar viSestaniénih organizma,

Staniite biofilm)
Temperatura
prezivljavanja 5.7-63°C




1.2. Patogeneza

Nakon udisaja kontaminiranog vodenog aerosola, bakterije bivaju progutane u fagosomalnu
vakuolu ukoliko su se prije vezale na stani¢ne makrofage. Pri normalnim uvjetima fagolizosom
bi se zakiselio, ali adherirane bakterije taj proces sprje¢avaju i na taj nacin uspijevaju prezivjeti.
U fagocitima bakterije se razmnoZzavaju 1 kako raste broj novo namnozenih bakterija stanica
domacina bubri i nakon nekog vremena pukne odnosno biva uniStena. Tim pucanjem
bakterijske stanice su oslobodene i u moguénosti su za daljnje razmnozavanje 1 inficiranje
drugih humanih stanica (4). Prijenos sa Covjeka na Covjeka nije mogué, ve¢ samo putem
kontaminirane vode odnosno udisajem njezinog aerosola. Da bi se ¢ovjek obranio od uzroc¢nika
u tome mu pomaze mukocilijarni mehanizam obrane i ukoliko ona zakaze infekcija bakterijom

je neizbjezna.

1.3. Bolesti koje uzrokuje legionela

Nakon obolijevanja americkih legionara jos je nekoliko slucajeva bilo zabiljezeno sa
simptomima upale pluca. To je potaknulo tadasnje znanstvenike da se opuste u pronalazak
uzro¢nika 1 opiSu Sto je uzrok te bakterijske pneumonije. Pronalaskom uzroc¢nika bolesti,
pneumonija je nazvana legionarska bolest. Time je otkriveno da postoji akutna i Cesto
smrtonosna upala pluca, ali moguc je i laksi oblik bolesti koji je dobio ime pontijacka groznica

1 u mnogome je slican obi¢noj gripi.



1.3.1. Pontijac¢ka groznica

Pontijackom groznicom zarazi se velik broj ljudi koji su u doticaju sa legionelom.
Simptomi bolesti su vrlo blagi i sli¢ni su obi¢noj gripi jedina je razlika ta Sto je inkubacija kod
gripe puno duza. Smrtnost nije zabiljezena, bolest prolazi bez komplikacija i samo limitirajuca
je. Inkubacija je vrlo kratka od nekoliko sati do 3 dana, bolest je pracena op¢im simptomima

kao Sto su glavobolja, visoka temperatura, gubitak snage, proljev te povracanje.

1.3.2. Legionarska bolest

Uzro¢nik legionarske bolesti u vecini slucajeva je L. pneumophila. Komplikacije bolesti
nastaju zbog nedovoljno brzog otkrivanja simptoma bolesti. Simptomi su sli¢ni drugim vrstama

pneumonije 1 kao takvi nisu jasan pokazatelj pojavnosti legionarske bolesti.

Vrijeme inkubacije odnosno vrijeme od nastanka infekcije pa do pojave prvih simptoma
traje od 2 do 10 dana, a on najéesce u prosjeku iznosi 5 dana. U pocetku bolesti pojavljuju se
op¢i simptomi poput glavobolje i febriliteta, a od samog pocetka prisutna je i temperatura
poprac¢ena zimicom. Nakon izvjesnog vremena pojavljuju se poteskoce u disanju i jak, suhi
kasalj bez iskasljaja. Osim navedenih respiratornih simptoma nerijetko se pojavljuju i mucnina,
bolovi u trbuhu praceni proljevom i povra¢anjem (11). Za vrijeme trajanja bolesti bolesnik
moze pasti u depresiju i delirij, halucinirati, mogu se pojaviti odredeni bubrezni simptomi.
Simptomi mogu varirati od osobe do osobe i ovise o bolesnikovoj dobi, infektivnoj dozi i o
imunitetu. Treceg dana bolesti na rendgenskoj slici vidljive su promjene zbog nakupljanja
teku¢ine u pojedinom dijelu pluca. Procjenjuje se na prestanak simptoma nakon nekoliko
tjedana, to naravno moze varirati od bolesnika do bolesnika, a normalan rendgen pluca vidljiv
je teka nakon 12 tjedana od pocetka bolesti. Smrtnost je prisutna samo u slucaju ne otkrivanja

i ne lijecenja simptoma bolesti.



Tablica 2. Karakteristike legioneloza

Karakteristike Legionarska bolest Pontijacka groznica

Tjedni 2-5 dana

Trajanje

Letalitet

Postotak 0.1-5% opce populacije; 1 do 95%

obolijevanja )
0.4-14% u bolnicama

Simptomi




Dijagnostika

Brzo otkrivanje i dijagnosticiranje legionela je nuzno je kako bi lije¢nik pravovremeno
reagirao i dao potreban antibiotik bolesniku da se sprijeci daljnja progresija bolesti. To je bitno
samim epidemiolozima kako bi sprijecili daljnje Sirenje bolesti 1 time bitno smanjili rizik od
obolijevanja bolesti. Metoda koja se danas najcesce koristi za otkrivanje uzroc¢nika jest metoda
detekcije antigena u urin. Osjetljivost ovog testa je vrlo velika i1 bazirana je na to¢no odredeni
serotip bakterije. Prednost metoda je ta Sto do detekcije moze doci u vrlo kratkom vremenskom
periodu, antigene je moguce dokazati u prva tri dana od kad se jave prvi simptomi. Ova metoda
moze detektirati antigene 1 u drugim tjelesnim teku¢inama, ali gotovo u svim slucajevima za to
se koristi urin. Jedni od nedostataka ove metode mogu biti nedovoljna osjetljivost na
legioneloze izazvane u bolniCkom okruZzenju, osim toga ponekad problem u postavljanju
dijagnoze moze biti 1 davanje lazno negativnih rezultata. Osim opisane metode postoji jo§ niz
testova koji se koriste u laboratorijima za otkrivanje uzro¢nika, a to mogu biti: seroloske
metode, detekcija bakterijske DNK uz PCR (eng. Polymerase Chain Reaction), detekcija

bakterije u tkivu ili tjelesnoj tekucini koriste¢i imunoflorescentni mikroskop.

Metoda u seroloskim testovima koja se najvise koristi jest ELISA. Ta metoda korisna je za

otkrivanje vrsta legionela koje su kultivirane u hranjivoj podlozi(3).

Metoda lancane reakcije polimerazom (PCR) uvelike je poboljsala i ubrzala dijagnozu
legioneloza. Koristi se za okoliSne uzorne, iako mogu biti korisni i za klini¢ke uzorke, ali se za

to koriste vrlo rijetko (13).

Uzorci iz pluénih tekuéina 1 respiratorni sekreta pogodni su za analizu kod
imunoflorescencijeske metode detekcije(1). Moguce su direktne i indirektne metode. Indirektna

metoda koristila se u epidemiji legionarske bolesti u Philadelphiji (3).



1.4. Kultivacija

Kroz povijest razvijale su se mnoge hranjive podloge pogodne za rast legionela. Danas se
najvise isti¢e 1 najcesce je koristen BCYE (engl. Buffered Charocal-Yeast Extract) agar. Ovaj
agar pogodan je za rast vecine legionela (3). Kako bi bakterija uspjesno rasla na hranjivoj
podlozi potrebno joj je osigurati sve tvari, a medu tim tvarima isticu se cistein koji se nalazio u
hranjivim podlogama koje su se koristile u ranijim istrazivanjima, zatim su vazne soli zeljeza,
kao izvor proteina se koristi ekstrakt kvasca, a za uklanjanje vodikovog peroksida sluzi aktivni
ugljen. Vodikov peroksid je toksi¢an za legionelu pa ga je zato potrebno ukloniti. Vazan je 1
optimalan pH podloge koji iznosi 6,9, a moze se regulirati razli¢itim puferima. Ukoliko je
potrebno inhibirati rast pojedinih bakterija u navedeni agar mogu se dodati razliciti selektivni
agensi (14). Kada se uzorak uspjesno nasadi slijedi inkubacija koja traje nekoliko dana, a to
najcesce iznosi od 3 do 5 dana na 37°C°. Kao rezultat vidljiv je porast karakteristi¢nih kolonija
koje su okrugle 1 blago ispupcene, bijelo sive boje s pravilnim rubom. Kako bi ova metoda bila
Sto to¢nija 1 uspjesnija uzorak u obliku krvi, stolice i respiratornog sekreta potrebno je uzeti

prije konzumacije antibiotika (1).



Slika 2. Porast legionele na BCYE agaru
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1.5. Lijecenje

Kako bi se smanjio rizik od obolijevanja legionelom i zapocelo pravovremeno sa
terapijskim lijeCenjem potrebno je svakog bolesnika koji boluje od tezeg oblika pneumonije
testirat na legionela, bezobzira na to da li postoji indikacija na legionelozu. LijeCenje
antibioticima je najucinkovitija terapija protiv legioneloze. Iako se antibiotici protiv ove bolesti
jos u razvojnom stadiju, neki od njih se koriste i dosta su ucinkoviti u lije¢enju. Medu njima
najucinkovitiji su makroidi: azitromicin i klaritromicin koji su svoju djelotvornost pokazali u
tkivima, ali isto tako 1 intracelularno. U ovu skupinu jo$ spadaju i beta laktamski antibiotici, ali
se oni viSe koriste u lijjeenju pneumokokne pneumonije. Kombinacija makroida i beta
laktamskih antibiotika korisno je pri lije¢enju legioneloze, ali istovremeno se lije¢i pneumonija

uzrokovana sa vi$e uzroc¢nika.

Lijecenje legioneloze traje dugo, iako je prisutnost simptoma vrlo kratka 1 traje od 3 do 5
dana. Uzimanje terapije traje izmedu 10 i 14 dana, medutim u sluc¢aju oboljenja osoba sa slabim

imunitetom moze potrajati do 21 dan (1).

1.6. Epidemiologija bolesti

Epidemijski slu€ajevi najceséi su u ljetnim mjesecima, kada je turizam u svom najvecem
zamahu, ali moguca je pojava i sporadicnih slucajeva legioneloze (17). Najvecu prijetnju za
dovjekovo zdravlje predstavljaju vodeni tornjevi, bazeni sa pjenom te ovlazivadi zraka. Covjek
se u ovakvom okruZenju moze zaraziti na nacin da se tusira ili kupa u bazenima, te tako inhalira
aerosol kontaminiran bakterijama (15). Mogucnost inhalacije je velika, jer su Cestice aerosola
vrlo male. Poznato je da Cestice veli¢ine 5 um mogu vrlo lako dospjeti u Covjekov disni sustav

1 uzrokovati legionelozu (21).
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Osobe u riziku od oboljenja jesi srednje i starije zivotne dobi, a posebno one kod kojih je
imunosni sustav oslabljen ili o§te¢en nekim drugim uzrokom. Kroni¢ni bolesnici, posebno oni
sa kardiovaskularnim bolestima i dijabetesom melitusom takoder su velika prijetnja od

obolijevanja legionelom (16).

Kako bi se sprijeCio nastanak povoljnih uvjeta za rast i razvoj legionela epidemioloSke
mjere podrazumijevaju uporabu kemijski dezinficijensa, jednako je bitno i odrzavanje dovoljno

visoke temperature u sustavu (18).

1.7. Prirodni izvori

Kao §to je ve¢ poznato mjesto gdje mozemo pronaci legionelu je voda. Nalazak bakterije je
mogu¢ u prirodnim vodama i u umjetno nastalim vodama. Legionela u onecis¢enim prirodnim
vodama najceS¢e obitava u jezerima, rijekama, termalnim vodama. Od voda koje su nastale
ljudskim djelovanjem odnosno umjetno stvorenim vodama kao S$to su bazeni, raznorazne
fontane, tusevi, jacuzzii 1 mnogi drugi predstavljaju mnogo ve¢i rizik koloniziranja bakterije, a
posebno ukoliko su ti vodeni sustavi neodrzavani i nekoriSteni dulje vrijeme (20). Pronalazak
bakterije je mogu¢ i u ne vodenim sredinama, ali takvi slu¢ajevi zabiljezZeni su doista rijetko. U
takvim slucajevima bakterije se mogu izolirati iz zemlje za sadnju biljaka (17). Bitno je
napomenuti da osim epidemioloskog znacaja kolonizacija legionele moze imati i velike
ekonomske troskove za njezino suzbijanje. Zbog toga je potrebno odrzavati temperaturu
vodenog sustava dovoljno visokom u kombinaciji sa raznim kemijskim sredstvima kako do

pojave bakterije ne bi ni doslo.
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1.8. Faktori koji utje¢u na rast bakterije

Legionela ima mogu¢nost rasta i razvoja na razli¢itim temperaturama 1 pri razlicitim pH
vrijednostima. Optimalna temperatura za rast bakterije je 35°C, ali moze rasti u rasponu od
12°C do 42°C (17). U nekoliko istrazivanja dokazano je da legionela posjeduje visoku termo
tolerantnost, jer je moguce njezino prezivljavanje i na temperaturama viSim od navedenih.
Bakterija je u mogucénosti prezivjeti nekoliko sati na temperaturi od 50°C (1). Termostabilnost
bakterije moze se dokazati primjerom termalnih sustava. U tim sustavima je temperatura vode
vrlo visoka, ali parazitiranjem u protozoama bakterija je u mogucénosti prezivjeti u tim uvjetima
(3). Osim na visokim temperaturama legionela ima mogucnost prezivljavanja i na niskim
temperaturama, povi$enjem temperature drastiéno ¢e porasti broj namnozenih bakterija. Sto se
tice pH vrijednosti, najoptimalniji je pH 8,0 u sustavima sa vodom visoke temperature. Rast

bakterije moguc¢ je u slabo kiselim 1 slabo luznatim sredinama, $to nam dokazuje i raspon od

6,0 do 8,0 (5).

Bakterija nije u mogucénosti rasti u sterilnoj destiliranoj vodi. Ukoliko se voda razrijedi
nekoliko puta vidljiv je znatan pad u broju kolonija (5). U slanoj vodi takoder nije moguc¢ rast

legionele, zbog inhibicijskog djelovanja natrijeva klorida (24).
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1.9. Legionela i parazitarni nacin Zivota

Kako bi rast legionela u prirodnim i umjetnim vodenim sredinama bio $to uspjesniji, one za
to koriste druge mikroorganizme u kojima parazitiraju. Mikroorganizmi koji sluze za razvoj
najcesce jesu protozoe u obliku slobodno Zivuéih protista ili neke druge bakterije (23). Buduci
da se bakterija razmnozava intracelularno u fagosomima ona izaziva destrukciju tkiva domacina
prilikom proliferacije. Da bi u tome bila Sto uspjesnija bakterija mora ispuniti neke faktore, a
jedan od najvaznijih faktora je posjedovanja flagela bez kojeg legionela ne bi mogla inficirati
protoze. Drugi vazan ¢imbenik je temperatura, koja mora biti na 35°C kako bi mogla
proliferirati, dok ¢e na nesto nizim temperaturama kao Sto su 22°C bakterija biti probavljena od
strane amebe (25). Rezervoar koji pomazu legionela za takav rast i razvoj sluze protozoe medu
kojima se najvise isticu Acanthamoeba i1 Naegleria (1). Parazitarni na¢in zivota omogucuje

legioneli vecu otpornost na razne dezinficijense i uvelike povecava virulentnost bakterije (24).

. I.rFI
Fagocitoza | vl 1

g ‘
Fagosomalni k
bijeg

i

I.\' l
E.!.I_ "'_ oy e
e '-@ :

Odumiranje stanice

FCV formacija

Kopiranje u
citosolu

Slika 3. Ciklus legionele u amebama ( izvor:
https://www.google.hr/search?q=ciklus+legionelatu+amebama&source=Inms&tbm=isch&sa
=X&ved=0ahUKEw]TINi36rfkAhXDMewKHdhuCHwWQ_AUIEigB&biw=1366&bih=608#1
mgrc=8gk vjclhlx93M:

14


https://www.google.hr/search?q=ciklus+legionela+u+amebama&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjT1Ni36rfkAhXDMewKHdhuCHwQ_AUIEigB&biw=1366&bih=608#imgrc=8gk_vjc1hlx93M:
https://www.google.hr/search?q=ciklus+legionela+u+amebama&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjT1Ni36rfkAhXDMewKHdhuCHwQ_AUIEigB&biw=1366&bih=608#imgrc=8gk_vjc1hlx93M:
https://www.google.hr/search?q=ciklus+legionela+u+amebama&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjT1Ni36rfkAhXDMewKHdhuCHwQ_AUIEigB&biw=1366&bih=608#imgrc=8gk_vjc1hlx93M:

1.10. Legionela i biofilm

Covjek ponekad nesvjesno svojim nemarom stvara povoljne uvjete za rast legionele. To se
dogada kada bakterija stvori tanke i sluzave slojeve koji se nazivaju biofilmom (22). Idealna
mjesta za stvaranje biofilma jesu mjesta sa sporim protokom vode u Sto mozemo ubrojiti
klimatizacijske sustave, stjenke slavine i1 ventilacije, pogotovo ukoliko je materijal koji
izgraduju ove vodene sustave plastika (26). Da bi se stvorili uvjeti za nastanak biofilma
potrebno je zadovoljiti odredene faktore, od koji je najvazniji prisutnost hranjivih tvari i
mikroorganizma, te povrSina u dodiru sa vodom (22). Biofilm omogucava bakterijama sve
uvjete da mogu mirno rasti i razmnoZzavati se, k tome joS posti¢i visok stupanj rezistencije na
faktore koji inhibiraju njihov rast (15). Kada se tome jos nadoda da je legionela u moguénosti
stvoriti biofilm i u korelaciji sa protozoama, to stvara idealne uvjete za nastanak potencijalno
velike epidemije legioneloze (26). Pocetni sloj odnosno vezanje mikroorganizma na povrsinu
je temelj svakog biofilma, zatim se bakterija razmnoZava i proizvodi polimerne supstance $to
su rezultat pravog biofilma sa mikroorganizmima (23). To se moZe jo$ opisati na nacin da su
stanice mikrobne populacije adherirane na supstrat 1 ugradene u matriks, Sto Stiti bakteriju od

nepovoljnih uvjeta.
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1.11. Mjere za suzbijanje

Ponekad se dogodi da se bakterija osim u prirodnim vodama moze nac¢i i u vodenim
sredinama koje koristi covjek na dnevnoj bazi i uzrokuje mu velike probleme. Da bi se to
sprijecilo potrebno je provesti neke mjere koje smanjuju rizik od pojave legionela. Pa se tako
provodi sustav fizikalno-kemijskih mjera, od kojih se dosta Cesto primjenjuje tretiranje sustava
natrijevim hipokloritom i dezinfekcije klor dioksidom. Ove metode su relativno jeftine i
ucinkovite s obzirom na jednostavnu upotrebu, klor dioksid je u moguénosti unistiti biofilm 1
sprijeciti njegovo ponovno stvaranje. Jedinstvena mana ovih dviju metoda je ta Sto se nakon
njihove uporabe u vodi javlja intenzivan miris po kloru, k tome je natrijev hipoklorit nestabilan
u toploj vodi. Metoda koja se jos koristi, a nije u¢inkovita je dezinfekcija hidrogen peroksidom,
za razliku od nje ionizacija sa bakrom i srebrom je vrlo uspjesna metoda, ali je i vrlo zahtjevna
pa se zbog toga rijetko koristi. Metoda kojom se vrlo uspjeSno uklanjaju spore i biofilm i
osigurava da ne dode do ponovnog nastanka je dezinfekcija ozonom. Ova metoda je sama po
sebi vrlo skupa, a dodatan troSak jo$ predstavlja i uklanjanje ozona prije nego voda dode u
ljudsku upotrebu. Jos se koristi i metoda upotrebe UV zraenja, ali se njome ne uklanja biofilm
1 spore 1 samim time zastita vode je kratkotrajna. Osim fizikalno kemijskih mjera vrlo je bitno
provesti i tehni¢ke mjere. Temeljni korak je odrZavanje dovoljno visoke temperature kako bi
uniStavanje legionele bilo §to uspjesnije. U kupaonicama bilo bi pozeljno da se temperatura
tople vode krece od 35°C do 45°C, a za kuhinje ta je vrijednost malo viSa 1 iznosi od 55°C do
60°C (22). U veliki vodenim sustavima temperatura vode ne bi smjela pasti ispod 60°C, ali rizik
predstavljaju stari vodoopskrbni sustavi gdje je moguce da dode do oStecenja instalacija na tako
visokoj temperaturi duzi vremenski period (1). za hladnu vodu gornju granicu predstavlja
temperatura od 25°C koja se nikako ne bi smjela prelaziti. Za objekte koji posluju samo u
ljetnom dijelu sezone nuzno je na pocetku sezone provesti hiperdezinfekciju, a kada sezona

zavr$i potrebno je provesti dezinfekciju cjevovoda.
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1.12. Dezinfekcija bazena

Osim vode za pice koja je esencijalni dio naSeg zivota, potrebno je odrzavati i bazensku
vodu higijenski ¢istom 1 bistrom, bilo da se radi o privatnim bazenima ili ve¢im hotelskim 1
wellness bazenima. Bazeni se mogu onecistiti osobama koje koriste bazen, zatim vremenske
neprilike imaju takoder velik utjecaj ukoliko se radi o vanjskim bazenima, mogucée je
nakupljanje necisto¢a u oblogama bazena gdje se one zadrzavaju u njihovim neravninama i
izboc¢inama. Takve necistoce moguce je ukloniti uz pomo¢ vodenog usisavac i filtera. No osim
njih u bazenima se mogu naci razne bakterije i gljive. Njih da bi uklonili moramo ih tretirati
razli¢itim dezinfekcijskim 1 kemijskim sredstvima poput klora, broma ili pomocu razlicitih soli,
Vazno je i reguliranje pH vrijednosti vode. U bazenima se mogu stvoriti i raznorazne alge koje

je potrebno tretirati algicidima.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ovog rada bio je pratiti preZivljavanje razlicitih sojeva Legionella

pneumophila, odnosno vrsta legionela u uzorku morske vode.
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. METODE I MATERIJALI

3.1. Materijali

Automatske pipete
o 2-20uL, 20-200puL i 100-1000uL "GilsonPipetman” (Gilson, USA)
o nastavci za pipete (Gilson, USA)

e Epruvete

e Petrijeve zdjelice

e Sterilna destilirana voda

e Plamenik

e Pincete

e Sterilne igle

e Termostat (35+2 °C, 32+2 °C)

e Mikrotitar ploCice
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3.1.1. Hranjive podloge

Prilikom izvodenja ovog istrazivanja koristile su se sljede¢e podloge: BCYE agar.

Zauzgoj bakterija legionela koriStena je hranjiva kruta BCYE agar sastava (pH 6,9): 10 g/l
N-[2-acetamido]-2-aminoetansulfonske kiseline (ACES; Sigma, UK), 10 g/l kvas¢evog
ekstrakta (Oxoid, UK), 2 g/l aktivnog ugljena (Sigma, UK), 20 g/l agara (Oxoid, UK) te
1g/1 alfa-ketoglutarat (Sigma, UK) uz dodatak 10 ml/1 0,1 M Zeljezovog (I1I) nitrata (Sigma,
UK) te 10 ml/1 0,33 M L-cisteina (Sigma, UK) 1 tekuc¢a podloga AYE sastava (pH 6,9): 10
g/l kvas¢ev ekstrakt (Oxoid, UK), 10 g/l ACES (Sigma,UK), 1 g/l alfa-ketoglutarat
(Sigma,UK) uz dodatak 3,3 mL/l 1M L-cisteina (Sigma, UK) i1 3,3 mL/1 IM

zeljezovogpirofosfata (Sigma,UK).

20



3.1.2. Bakterijski sojevi

U pokusu je koriStena dvanaest razlicitih sojeva L. pneumophila te vrste L. bozemanii, L.

anisa i L. longbeachae. Bakterije su Cuvane u zamrzivacu na -80°C. Nakon uzgoja 3—5 dana na

BCYE podlozi pri 37°C u atmosferi obogacenoj 4-5% CO2, bakterija se koristila u pokusima.

Legionele su suspendirane u 10 % - tnom glicerol bujonu. Suspenzija je zatim alikvotirana i

zamrznuta na -80 °C. U istrazivanju su prevladavali klinic¢ki sojevi kojih je bilo 8, dok je

okoli$nih sojeva bilo 6 1 svi s navedeni u tablici 3.

Tablica 3. sojevi L. pneumohila koriSteni u istrazivanju

IME I SEROGRUPA KLINICKI IZOLAT/OKOLISNI IZOLATI

L. pneumophila sgl Oxford

L. pneumophila sgl Oxford st 1

L. pneumophila sgl Oxford st 1

L. pneumophila sgl Philadephia st 1

L. pneumophila sg1 Philadephia ST 37
L. pneumophila sgl Benidorm ST1299
L. pneumophila sg1 Benidorm ST1299
L. pneumophila sg8 Concord 3 ST1324
L. pneumophila sg6 Chicago 2 ST421
L. pneumophila sg1 Bellingham ST334
L. pneumophila sgl1 Bellingham ST728
L. pneumophila sg1 Bellingham ST728
L. bozemanii

L. anisa

L. longbeachae NSW
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Klinicki izolat
Okolisni izolat 1
Okolisni izolat 2
Klini¢ki izolat
Klinic¢ki izolat
Klinicki izolat
Okolisni izolat
Klinicki izolat
Klinicki izolat
Klini¢ki izolat
Klinic¢ki izolat
Okolisni izolat
Okolisni izolat
Okoli$ni izolat
Klinicki izolat



3.1.3. Uzorci morske vode

Uzorci morske vode su dopremljeni u sterilnim staklenim bocama u hladnjaku. Svaki od
uzoraka dopremljen je u zasebnoj, oznacenoj boci. Uzorak predstavlja sirovu morsku vodu
uzorkovanu uz obalu otoka LoSinja. Morska voda je filtrirana pomocu filtera za Sprice promjera

pora 0,22 pum i koriStena je za daljnje istrazivanje.

3.2. Metode

3.2.1. Priprema bakterijskog inokuluma

Da bi odredili broj bakterija u inokuluma nakon Sto se u sterilnoj morskoj vodi pripremi
bakterijska suspenzija, za to se koristi spektrofotometrijska metoda. Mjerena je apsorbancija
pri 600 nm 1 namjeStena je na ODI (eng. Optical Density). Ta apsorbancija oznacava
koncentraciju bakterija od 1x10° CFU/mL. Nakon toga bakterije su dodane u pripremljene

uzorke vode i pogetna koncentracija bakterija je iznosila ~ 10> CFU/mL.

3.2.2. Odredivanje broja bakterija u morskoj vodi

Broj varijabilnih legionela u morskoj vodi odreden je nasadivanjem desetorostrukih
razrjedenja na BCYE agar u razli¢itim vremenskim intervalima tijekom 7 dana. Brojanjem

poraslih kolonija nakon 3-5 dana odreden je broj bakterija po ml morske vode.
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4. REZULTATI

Poznato je da legionele osim u slatkim vodama mogu odredeno vrijeme preZivjeti 1 u
morskoj vodi. U ovom smo radu ispitali kako razli€iti sojevi L. pneumohila, odnosno razlicite
vrste legionela prezivljavaju u morskoj vodi tijekom 7 dana. Poetni broj bakterija bio je 1x10®
CFU/mL, a temperatura na kojoj je radena inkubacija iznosi 37°C. Vrijeme u kojem je pracen

razvoj pojedinih bakterija iznosi sedam dana.

4.1. Prezivljavanje Legionella pneumophila u morskoj vodi
Prvo smo ispitali prezivljavanje sedam klinickih izolata L. pneumophila u morskoj vodi
pri 37°C. Broj bakterija se odredivao 1., 3.1 7. dan nakon inokulacije. Rezultati su prikazani

na Slici 4.
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Slika 4. Krivulje prezivljavanja razli¢itih klini¢kih izolata (KI) L. pneumophila u morskoj
vodi. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL.

Iz dobivene krivulje vidljivo je da nakon 1. dana najbolje prezivljavaju L. pneumophila sgl
Philadelphia KI sa postotkom inhibicije 99.83 % te L. pneumophila sgl Bellingham KI kod
koje postotak inhibicije iznosi 99.93 %. Najvise se smanjio broj bakterija soja L. pneumophila
sgl Philadelphia KI oznacen narancastom linijom i soja L. pneumophila sgl Oxford KI kod
kojih je postotak inhibicije priblizno jednak 1 iznosi 99.98 %. Od 1. do 3. dana ponovno je
najvise primjetan pad u broju bakterija kod soja L. pneumophila sgl Oxford KI sa postotkom
inhibicije 99.99 % 1 L. pneumophila sgl Philadelphia KI kod koje je postotak inhibicije 99.99
%. Najmanji pad u broju bakterija ima L. pneumophila sgl Philadelphia KI (99.99 %), gotovo
je zanemariv pad postotka inhibicije kod L. pneumophila sgl Bellingham KI koji je skoro isti
kao 1 1. dan 1 iznosi 99.98 &. Potrebno je istaknuti kako je 7. dana najprimjetniji pad vidljiv

kod L. pneumophila sgl Philadelphia KI i gotovo je najveci postotak inhibicije (99.99 %).
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Zatim smo ispitivali prezivljavanje Cetiri klinic¢kih izolata L. preumophila uw morskoj vodi
pri 37°C. Broj bakterija se odredivao 1., 3. 1 7. dan nakon inokulacije. Rezultati su prikazani na

Slici 4.

Iz krivulje se jasno moze ocitati da sa 1. dan broj bakterija najviSe smanjio u slucaju L.
pneumophila sgl Benidorm OI kod koje postotak inhibicije iznosi 99.99 %, dok je kod ostalih
sojeva legionela inhibicija gotovo jednaka 1 iznosi 99.97 %. Od 1. do 3. dana najviSe pozornosti
ponovno plijeni L. pneumophila sgl Benidorm OI koji je broj bakterija isti kao i 1. dana (99.99
%). Od ostalih sojeva valja istaknuti L. peumophila sgl Oxford OI koja za razliku od 1. dana
biljezi najveci pad u broju bakterija sa postotkom inhibicije 99.99 %. Na posljetku od 3. do 7.
dana najvisi broj prezivjelih bakterija je kod L. pneumophila sgl Benidorm OI (99.99 %).
Najve¢i pad u broju bakterija vidljiv je kod sojeva L. peumophila sgl Oxford OI i L.
pneumophila sg1 Bellingham OI (99.99 %). Kada usporedimo krivulje sa klinickim i okoliSnim
izolatom moZemo primijetiti da se kod okoliSnih izolata broj bakterija od 1. do 7. viSe smanjuje
1 da je taj pad brzi. Zbog toga dolazimo do zakljucka da bakterije slabije prezZivljavaju u

okoliSnom izolatu.
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Slika 5. Krivulja prezivljavanja razli¢itih okolisnih izolata (OI) L. pneumophila v morskoj
vodi. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL.

Pratili smo i prezivljavanje tri vrste legionela, L. bozemannii, L. anisa i L. longbeachae u

morskoj vodi pri istim uvjetima.
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Slika 5. Krivulja prezivljavanja zasebnih vrsta leginela. Rezultati su prikazani kao
logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL.
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U slucaju kod zasebnih vrsta legionela jasno se ve¢ 1. dana vidi drastican pad u broju
bakterija, jedino valja istaknuti L. anisa OI kojoj broj bakterija najsporije pada (99.99 %).
U razdoblju od 1. do 3. dana prezivljava jedino L. longbeachae NSW KI (99.99 %), dok su

ostali sojevi bakterija potpuno mrtvi. Posljednjeg 7. dana nijedan soj bakterija nije prezivio.

27



5. RASPRAVA

Turizam predstavlja jedan od najvecih izvora prihoda kako u Hrvatskoj, tako i1 ostalim
drzavama svijeta. Medutim, turizam S$to se tiCe legionele predstavlja veliku prijetnju
obolijevanja od iste ukoliko se ne poduzmu svi koraci u njenom sprje¢avanju. Naime legionela
je poznata kao vrlo otporna i sveprisutna baterija. Prirodno staniSte joj predstavljaju vodeni
sustavi i tlo, od ¢ega se najvise isticu veliki vodoopskrbni sustavi poput hotela. Osobito veliku
prijetnju za covjeka predstavlja ukoliko se ti vodeni sustavi ne odrZavaju, jer se lako prenosi
inhalacijom. Klimatizacijski uredaji i ovlazivaci zraka takoder predstavljaju Cest primjer Sirenja
zaraze legionelom. Stvari se dodatno kompliciraju kod bakterija koje su sa amebama sposobne
stvoriti biofilm, najotporniju bakterijsku strukturu koja predstavlja velik javnozdravstveni
problem koji je potrebno $to brze rijesiti. Legionela moZe uzrokovati teSku upalu pluéa koja se
moze proSiriti na ostale organske sustave. Bolesnici u riziku od oblijevanja posebno su
imunokompromitirani bolesnici 1 bolesnici sa kroni¢nim bolestima. Dakle, problema sa
legionelama moze se smanjiti redovitim odrzavanje vodoopskrbnih sustava i dodavanjem

kemijskih sredstava koji inhibiraju rast legionele.

Ovim istraZzivanjem obratili smo pozornost na prezivljavanje legionele kroz odredeno
vremensko razdoblje u morskoj sredini. Uzorci morske vode koji su koriSteni u ovom
istrazivanju prikupljeni su na otoku LoSinju. U istrazivanju je praceno prezivljavanje dvanaest
sojeva L. pneumophila v morskoj vodi 1 neke druge vrste legionela. U svrhu istraZivanje
koristila se pocetna doza bakterija koja je iznosila 10% i inkubacija se vrsila na 37°C kroz 7

dana.

U proteklim istrazivanjima je dokazano da poveéana koncentracija NaCl-a u vodi uzrokuje

isuSivanje bakterijske stanice odnosno njezinu smrt. Pri koncentraciji od 5 1 10% NaCl-a broj
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legionele prezivljavaju do 7 dana, a pri koncentraciji od 30% NaCl-a bakterija ne prezivljavaju

duze od 1 dana (33).

U nasem istrazivanju iz navedenih krivulja moze se uociti da u slucaju klinickih izolata iz
uzorka morske vode broj bakterija znac¢ajno pada 1. dan, dok je pad broja bakterija kroz 3.1 7
dan postepen za sve sojeve, osim za soj L. pneumophila sgl Bellingham KI koja 7. dan ukazuju
na polagan rast broja bakterija. Za usporedbu kod krivulje sa okoliSnim izolatima primjetan je
veci pad u broju bakterija u razdoblju od 1. do 7. dan. Broj bakterija je u padu za sve sojeve
podjednako, a najizrazeniji je 1. dan. Kod krivulje sa zasebnim sojevima legionela prisutan je
nestanak svih bakterija ve¢ 3. dana, osim soja L. longbeachae NSW K1, ali taj soj ugiba 7. dana.
Posljedica brzog ugibanja bakterija vjerojatno jesu nepovoljni uvjeti u morskoj vodi,

prvenstveno sadrzaj soli.

Iz prijaSnjih studija koja su pratila prezivljavanje legionela u morskoj vodi u odredenom
vremenskom periodu moze se povucéi paralela i reci kako se u filtriranim uzorcima sa morskom
vodom broj bakterija, konkretno je to bio slucaj sa L. pneumophila 130b znacajno smanjuje u
vrlo kratkom vremenskom periodu. Dok je primjera radi u nefiltriranoj morskoj vodi pad broja
bakterija gotovo dvostruko sporiji nego je to slucaj sa filtriranim uzorcima. Pretpostavlja se da
je uzrok tome raspadanje prirodne mikroflore koja time povecava koli¢inu hranjivih tvari
potrebnih za prezivljavanje legionela. Velik utjecaj na broj bakterija ima i temperatura. Buduc¢i
da je optimalna temperatura za rast legionela 35°C, broj bakterija je i bio najveéi na toj
temperaturi, odnosno kako prijasnja istrazivanja nalazu da je to raspon od neki 22°C i 37°C
(32). Zaklju¢no, morska voda predstavlja nepovoljan medij za dugotrajno prezivljavanje
legionela, iako bi promjenom odredenih faktora kao $to je dodatak pitke vode ili prisutnost
mikrobiote mora moglo potaknuti njezino odrzavanje u ovakvim sustavima. Dakle, potrebno je
redovito odrzavanje sustava s morskom vodom gdje bi se eventualno kombiniranom
dezinfekcijom moglo sprijeciti prezivljavanje ovih bakterija.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da bakterije uspijevaju prezivjeti u uzorcima
morske vode. Uzrok prezivljavanja stoji u tome da je legionela vrlo otporna bakterija i uspijeva
se prilagoditi na razli¢ite nepovoljne uvjete, a samo prezivljavanje ne ovisi o kojem soju L.
pneumophila. Stoga je vrlo bitno da se redovito odrzavaju i nadgledaju svi vodoopskrbni
sustavi, neovisno o tome da li se radi o morskoj ili vodovodnoj vodi i samim time je moguce

smanjiti broj oboljelih od legionarske bolesti.
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