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SAZETAK

Ubikvitarni stanovnik vodenih sustava, bakterija Legionella pneumophila, iz porodice
Legionellaceae uzro¢nik je atipiéne pneumonije nazvane legionarska bolest. Legionele su
aerobne bakterije koje se po Gramu boje plavo. Normalno se nalaze u prirodnim vodenim
sredinama kao §to su rijeke, jezera i sli¢no, a obitavaju u klimatizacijskim sustavima,
bazenima, rashladnim tornjevima i ostalim umjetno stvorenim sredinama gdje primarno
stvaraju probleme. Jednom nastanjene u navedenim sredinama, mogu stvarati biofilm na

razli¢itim povrSinama.

U ovom se radu istrazivao utjecaj okoliSnih faktora kao Sto su temperatura i
razrjedenje morske vode na sposobnost stvaranja biofilma razli¢itih sojeva L. pneumophila u
morskoj vodi. Kori§teno je trinaest sojeva bakterije L. pneumophila, medu kojima je i soj L.
pneumophila Allentown ST82 izoliran iz morske vode. Sojevi su podijeljeni na one koji su

izolirani iz okoliSa i1 na legionele koje su klinicki izolati.

Rezultati su pokazali razlike u sposobnosti stvaranja biofilma za klini¢ke i1 okoliSne
izolate u razli¢itim izvorima. Pa tako, klini¢ki izolati su pokazali bolju sposobnost stvaranja
biofilma u vodovodnoj vodi i razrijedenoj morskoj vodi. Na kraju, vidljivo je da su svi
ispitani sojevi legionela sposobni stvoriti biofilm u ispitivanim uzorcima voda. Navedeno
povecava potrebu za redovnim 1 ispravnim odrzavanjem sustava 1 provodenjem

dezinfekcijskih mjera kako bi se onemogucilo stvaranje biofilma ili isti uklonio.

Kljuéne rije¢i: Legionella pneumophila, biofilm, morska voda



ABSTRACT

Ubiquitous inhabitant of aquatic systems, bacteria Legionella pneumophila from the
family Legionellaceae is the cause of atypical pneumonia called legionnaires' disease.
Legionellae are aerobic, Gram negative bacteria. They are normally found in natural aquatic
environments such as rivers and lake, but also inhabit air conditioning systems, swimming
pools, cooling towers and other man-made environments where they primarily create

problems. Once inhabited in these environments, they can form a biofilm on various surfaces.

This research investigated the influence of environmental factors such as temperature
and dilution of seawater on the ability to form a biofilm of different strains of Legionella in
seawater. Thirteen strains of L. pneumophila were used, including L. pneumophila Allentown
ST82 isolated from seawater. Strains were divided into those isolated from the environment

and clinical isolates.

The results showed differences in biofilm formation ability for clinical and
environmental isolates in different sources. Thus, clinical isolates have shown a better ability
to form a biofilm in tap water and dilute seawater. Finally, it can be seen that all tested
legionella strains are capable of creating a biofilm in the tested water samples. This increases
the need for regular and proper maintenance of the system and the implementation of

disinfection measures to prevent the creation of biofilm or remove it.

Key words: Legionella pneumophila, biofilm, seawater
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1. UvOD

Legionella jest ubikvitarna bakterija prirodnih vodenih sustava i uzro¢nik legioneloza.
Osim u prirodnim vodenim sustavima, prisutna je i u antropogenim, odnosno umjetnim
vodenim sustavima. Razlog zbog kojeg ona moZe prezivjeti u umjetnim vodenim sustavima
jest prilagodba na razne uvjete kao i odgovarajuc¢a temperatura te $to su joj omogucene
hranjive tvari potrebne za rast. Pripada Gram negativnim bakterijama, znacajna je i u
dijagnosticiranju bolnickih infekcija, odnosno nespecifi¢nih pneumonija §to je vazno za osobe
oslabljenog imuniteta (1). Prisutnost legionela u vodi iz slavina postaje sve veci problem
globalno, kako za komunalna drustva koja ispostavljaju vodu, tako i1 za konzumere, odnosno
populaciju. Pojava bolesti, legioneloze, datira iz druge polovice 20. stoljeca. Legioneloza se
moze podijeliti na dvije vrste, ovisno o teZini bolesti i simptomima. Tako se laks$i oblik bolesti
naziva pontijatka groznica, a tezi oblik, koji potencijalno moze biti letalan jest legionarska
bolest. Bolest se u oba slucaja prenosi kapljicno, odnosno putem aerosola, ali nisu zabiljezeni

slucajevi prijenosa bolesti s covjeka na Covjeka.

S  epidemioloSkog  stajaliSta, najugrozenije  skupine jesu mala djeca i
imunokompromitirane osobe zbog nerazvijenog i slabog imuniteta. Povecan rizik javlja se

tijekom putovanja i boravka u hotelima, osobito onima koji posluju sezonski.

Najpoznatiji uzro¢nik legioneloza jest Legionella pneumophila iz porodica
Legionellaceae. U dana$nje vrijeme kolonizacija ovih bakterija dogada se u vodovodnim
cijevima, bojlerima i slicno, otkuda dolaze iz okoliSa. Osim kolonizacije, razvile su i1
sposobnost stvaranja biofilma, Sto ih ¢ini rezistentnijima u okoliSu, unato¢ metodama
dezinfekcije. Biofilm bakterijama omogucava prezivljavanje u uvjetima koji im ne
odgovaraju, kao i stanje u kojima su bakterije Zive no ne mogu se replicirati. Koloniziranju i

stvaranju biofilma svakako pogoduje voda koja stagnira u cijevima kao i neprocis¢ena voda.



1.1.  Legionella spp.

U porodici Legionellaceae  najznacajniji predstavnik svakako jest  Legionella
pneumophila koja se smatra najces¢im uzro¢nikom pontijacke groznice i legionarske bolesti.
Sve legionele klasificiraju se kao Gram negativni Stapi¢i koji prezivljavaju u aerobnim
uvjetima. U ovu porodicu pripada minimalno 62 vrste bakterija s preko 70 razli¢itih
serogrupa. Genomski, bakterije su slicne u vise od 90%, §to nije slucaj sa drugim vrstama,
gdje je ista znaCajnije manja. Bakterije ove porodice izolirane su iz razliCitih okoliSa i

razli¢itih geografskih polozaja (2).

Oko 90% slucajeva legionarske bolesti koji su klini¢ki zabiljezeni 1 dijagnosticirani
izolirani uzro¢nik jest bila bakterija L. pneumophila. Ostatak infekcija uzrokuju druge

bakterije iz porodice kao $to su L. bozemanii, L. longbeachae, L. feeleii i drugi (3).

Prvi sojevi legionela izolirani su u zamorcima, Cetrdesetih godina proslog stoljeca. S
obzirom na nepoznavanje metoda za izoliranje ove bakterije, kako bi ona bila izolirana
koriStene su metode za Rickettsiu. Desetak godina nakon, u Poljskoj je legionela izolirana iz
tla. Rod Legionella dobio je ime i prvi put je upotrebljen 1979. nakon velike incidencije

pneumonija kod ameri¢kih legionara tri godine prije toga (4).

Legionele pripadaju intracelularnim parazitima protozoa koje su prirodno u vodama. Pri
napadanju stanica sisavaca, koriste mehanizam sli¢an onome kojim se multipliciraju u
stanicama protozoa. Prirodno one se mogu na¢i u okoliSnim rezervoarima kao S$to su
povrSinske vode, jezera, rijeke gdje su povezane s protozoama. U umjetno stvorenim

rezervoarima voda, one mogu nastaniti glave tusa, rashladne tornjeve 1sl (4).



Serogrupa L. pneumophila koja najcesc¢e uzrokuje bolest jest Ol1, koja je najéesce i
izolirana iz slucajeva intrahospitalnih infekcija. Osim te serogrupe, u bolnicama su izolirane

legioneloze serogrupa 2-14 kao i legioneloze koje nisu izazvane L. pneumophila vrstom (5).

Slika 1. L. pneumophila pod transmisijskim elektronskim mikroskopom

(https://www.sciencephoto.com/media/601655/view/legionella-pneumophila )

1.1.1. Legionella pneumophila

Primarni uzro¢nik legionarske bolesti, kao i pontijacke groznice jest L. pneumohila koja
ima mno$tvo podvrsta 1 serotipova. Pripada oportunistickim intracelularnim humanim
patogenima. Ubikvitarna je bakterija i sposobna je prezivjeti u uvjetima koji nisu prilagodeni
za njeno umnazanje. U tim uvjetima, bakterije su izlozene stresu i limitacijama kao i

promjenama u temperaturama, salinitetu, Kisiku i pH. Upravo zbog toga razvile su stanje koje


https://www.sciencephoto.com/media/601655/view/legionella-pneumophila

se naziva vijabilnim, ali ne kultivabilnim stanjem u kojem se nalaze dok uvjeti ne postanu
povoljni za njihovo umnazanje. Ono §to je poznato za legionele jest da one ne mogu prezivjeti
bez vode, odnosno za njihovo prezivljavanje svakako je najbitniji vodeni okolis. Morfoloski,
bakterija je veli¢ine 2 do 20 mikrometara, Gram negativna i nesporogena. Moze se objasniti
da unato¢ tankom stanicnom zidu, legionela se boji Gram negativno zbog sastava tog
stani¢nog zida u kojem su ubikinoni i masne kiseline. Ima moguénost adheriranja na razlicite
povrsine zbog strukture koju posjeduje, pili, te je pokretna zbog flagela. Ukoliko ude u ljudski
organizam 1ima sposobnost izbjegavanja fagocitoze prilkkom umnazanja u humanim
makrofazima. U nekoliko istrazivanja dokazana je povezanost patogeneze i ekologije

legionela, upravo zbog slicnosti zivotnog ciklusa u amebama i1 multipliciranja u makrofazima

(6).

Faktori virulencije kod legionele su kompleksni i1 nisu u potpunosti objasnjeni, ali su bitni
za sposobnost umnazanja. Legionela ulazi u interakciju sa fagocitnim stanicama i to u
nekoliko koraka: vezanje mikroorganizma na receptore eukariotske stanice, penetracija u
fagocite, "bijeg" od baktericidnog napada, formacija vakuole gdje se dogada bakterijska

replikacija, intracelularna replikacija i ubijanje stanice domacina.

U okoliSu, prirodnim vodenim sustavima, L. pneumophila se naj¢eS¢e nalazi u
protozoama, kao S§to su amebe. Amebe nisu direktno uzrok Sirenja legionela u okoliSu, no
smatraju se jednim od S$titova, odnosno zastita legionela od nepovoljnih uvjeta i biocidnih
tretmana. Uz amebe, bakterije lakSe prodiru 1 u umjetno stvorene vodene sustave u kojima se
mogu zadrzavati. Mjesta koja predstavljaju rizik jesu svakako ona u kojima voda stagnira,
bojleri, vodeni tornjevi, cisterne, jacuzzi bazeni, slijepi zavrSeci cijevi koji su svakako

najpovoljnije mjesto za njihov opstanak.



Tablica 1. Karakteristike Legionella pneumophila

Metabolizam Aerobno
Oblik Bacil
Bojenje po gramu gram-negativna (crvena)

Vodena staniSta (unutar visestaniénih organizma,

Staniste biofiln)
pH 5-83

Temperatura

prezivljavanja 57-63°C

Temperatura
razmnozavanja 25-45°C

Hranjive tvari L-cistein. anunckiseline, Zeljezo

Osjetljivost Kler, isuéivanje, UV-zratenje

1.1.2. Legionella longbeacheae

Legionella longbeachae klasificirana je kao bakterija porodice Legionellaceae 1981.
godine. Prvotno je izolirana u Kaliforniji, 1980. godine kod pacijenta s pneumonijom. Ova
bakterije posjeduje dva serotipa i serotip 1 je najéeSée poveziv sa bolestima kod ljudi.
Uzro¢nik je infekcija donjeg respiratornog sustava kako kod imunokompromitiranih, tako i
kod zdravih osoba. U Europi i1 Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama rijetki su slu¢ajevi u kojima
legioneloze izaziva ova vrsta legionele, dok je u Australiji i na Tajlandu ona zasluZzna za vise
od pola slucajeva legioneloza. Najve¢im i najznacajnijim rezervoarom smatra se tlo, odnosno

zemlja za sadenje biljaka (7). Osim toga, ona se moze pronaéi u raznim mjesavinama za

5



sadenje biljaka, piljevini pa i kori. Ona u organizam moze uci inhalacijom aerosola koji je
nastao od navedene zemlje. Znanstvenici su dokazali kako L. longbeacae i L. pneumophila
imaju razli¢it nacin prezivljavanja intracelularno. Genom ove legionele sadrzi Siroki spektar
proteina koji joj pomazu u invaziranju i degradaciji biljnog materijala. Navedene enzime
posjeduje samo L. longbeachae (8). L. longbeachae ne posjeduje flagele $to su znanstvenici
naveli kao moguce objasnjenje za razliku u inficiranju miSeva izmedu dvije vrste legionela.
Nadalje, istrazivanja su pokazala kako L. longbeachae ima manje izraZzen bifazni zivotni

ciklus nego L. pneumophila, te je ona inkapsulirana (9).



1.2. Patogeneza

Ova bakterija nije dio fizioloske mikrobiote ljudskog organizma te ona u njega ulazi
putem udisanja aerosola koji sadrzi bakteriju. Ona se ne moze prenijeti sa covjeka na ¢ovjeka,
vec iskljuéivo putem kontaminirane vode ili tla. Nekoliko studija pokazalo je da su ekologija i
patogeneza legionela povezane. Znanstvenici su demonstrirali na¢in na koji L. pneumophila
inficira amebe, te je kasnije dokazano kako na slican nacin bakterija napada makrofage u
ljudskom organizmu, koji takoder predstavljaju prvu liniju obrane. Primarna razlika je u tome
Sto nisu sve vrste legionela sposobne inficirati humane makrofage, najceSc¢e istraZivana L.
pneumophila posjeduje faktore virulencije kojima ulazi u protozoe tla i vode, te je upravo to

¢ini virulentnijim od drugih vrsta.

Jednom kada bakterija ude u organizam, to¢nije pluca inficirane osobe, aleveolarni
makrofazi fagocitiraju i virulentne i nevirulentne sojeve bakterije te su oni intaktni u
fagocitima, nalaze se u fagosomalnoj vakuoli. Jedino virulentni sojevi imaju mogucnost
umnazanja u fagocitima i inhibiraanja fuzije fagosoma s lizosomima. Navedeno rezultira
odumiranjem makrofaga 1 oslobadanjem velikog broja bakterijskih stanica. Na taj nacin,
bakterija inficira druge makrofage ¢ime se bakterijska koncentracija u plu¢ima bolesnika
povecava. Prilikom odumiranja makrofaga, odlaze se fibrin i nakuplja serum u alveolama $to
dovodi do razvitka jake upale plu¢a koja uniSta respriratorne funckije. Razumijevanje
patogeneze legionele postalo je jasnije nakon identifikacije gena koji joj pomazu da zaobide

endocite u stanicama protozoa i humanim stanicama.

Tijekom fagocitoze legionele aktiviraju kompleks aktivnosti koje uklju¢uju i inhibiciju
oksidativnog praska, redukciju zakiseljavanja fagosoma, blokiranje sazrijevanja fagosoma te
promjene u organelima. Upravo to im omogucava da fagosome pretvore u svoju niSu za

razmnozavanje, ¢ime je njihova baktericidna aktivnost reducirana. Uz samu aktivnost



bakterija, struktura povrSine je vazan faktor u patogenezi legionela, adheriranje bakterije na
povrsinu stanice Krucijalan je korak u infektivnom ciklusu. Uz flagele i pile, izdanke koji
legionelama pomazu u adheriranju, vaznu ulogu imaju i proteini medu kojima su: glavni
protein vanjske membrane (MOMP — the major outer membrane protein), protein toplinskog
Soka (Hsp60 - the heat shock protein), glavni protein za infektivnost (the major infectivity

potentiator protein).

Analiza procesa razvitka infekcije u protozoama i humanim stanicama dovela je do
identifikacije faktora koji utje¢u na virulenciju legionela i to su ekspresija proteina tijekom
inficiranja makrofaga, ekspresija odredenih proteza i plazmida koji joj omogucavaju da

prezivi (10).

- Macrophage L i
- *e oS F

Legionella e

\_’/

Slika 2. Ciklus legionele u amebama (http://www.imls.uzh.ch/en/research/fgrimls/Hilbi.html)



http://www.imls.uzh.ch/en/research/fgrimls/Hilbi.html

1.3.  Bolesti uzrokovane legionelama

Do tada nepoznati uzro¢nik nekarakteristicne pneumonije, prvi put se javlja 1976. godine
medu ameri¢kim legionarima na Konvenciji u Philadelphiji. Nekoliko ucesnika navedene
konvencije oboljelo je od od upale plu¢a te je isto potaknulo znanstvenike na istrazivanje
uzrocnika. lako legionela moze uzrokovati laksi i tezi oblik bolesti, one se zajedniCkim
a onaj teZi oblik dobio je ime upravo prema pojavljivanju medu legionarima, te se on naziva
legionarska bolest. Transmisija bakterije u humani organizam moze biti kroz razne okoliSne
izvore kao §to su whirlpool bazeni, glave tusa i razni uredaji koji imaju mogucnost stvaranja

aerosola (15).

Danas, sve veca pojavnost legioneloza posljedica je ljudskog utjecaja i mijenjanja okolisa,
upravo zbog toga Sto se bakterije mogu naci u prirodnim vodenim sustavima te putem njega

prije¢i u umjetne vodene sustave stvorene od strane Covjeka.

1.3.1. Pontijac¢ka groznica

Pontijacka groznica definira se kao akutna respiratorna bolest kod koje nisu zabiljezeni
smrtni slucajevi. Moze se opisati kao blaga infekcija gornjih diSnih puteva koja simptomima
nalikuje na gripu. Zbog svojih simptoma Kkoji se mogu pripisati gripi ili prehladi
dijagnosticiranje pontijacke groznice moze se zamijeniti sa dijagnozom gore spomenutih.
Takoder, poteskoc¢e koje ona uzrokuje najcesce se lijeCe spontano i ne ukljucuju potrebu za
lije¢nickom intervencijom i hospitalizacijom. Iako imaju istog uzro¢nika, pontijacka groznica
se od legionarske bolesti razlikuje u tome $to se kod nje ne javlja pneumonija. Najvaznija

znacajka ove bolesti jest da je ona samolimitiraju¢a, njena inkubacija traje od nekoliko sati do



3 dana, a simptomi ukljucuju malaksalost, probavne smetnje kao proljev i povracanje,

mucninu i glavobolju.

Prvi slucaj pontijacke groznice zabiljezen je u u mjestu Pontiac u Michiganu, po ¢emu je i
dobila ime. Otkrivena je kada je nekolicina radnika u mjesnoj ambulanti osjetila simptome
slicne gripi i imala povisenu temperaturu, no bez upale plu¢a. Tek nakon Sto je otkriven
uzrocnik legionarske bolesti, dokazano je da je poteskoce kod navedenih izazvala ista

bakterija kao i kod americkih legionara (10).

1.3.2. Legionarska bolest

Kod same izloZenosti ovoj bakteriji, vazno je znati da nece svaki pojedinac koji je izloZen
razviti simptome. Uz to, kod legionarske bolesti izostaje karakteristican simptom po kojem je
moguce bez drugih dijagnostickih postupaka odrediti da li se radi o infekciji legionelom ili o
nekoj drugoj pneumoniji. No, postoje neki simptomi koji su specificniji za legionarsku bolest
nego za upale pluc¢a drugih uzrocnika. Za razliku od pontijacke groznice, legionarska bolest
moze zavrsiti letalno, a uzrok tome lezi U neprepoznavanju simptoma na vrijeme. Smrtnost od
navedene bolesti mozZe biti i do 12% (11). Ovaj tezi oblik upale plu¢a najces¢e uzrokuje vec
spomenuta L. pneumophila, seroskupine O1, dok uz nju mogu biti uzro¢nici i seroskupine 4 i
6 (12). Uvelike, pojavnosti legionarske bolesti pogoduju vodeni sustavi, pogotovo oni
neodrzavani te oni koji stagniraju, no prikladna temperatura vodenog okolisa poticat Ce

razmnozavanje legionela (4).

Jednom kada bakterija ude u organizam potrebno je 2-10 dana inkubacije do pojave prvih
simptoma. Specificno je da se u ve¢em broju sluc¢ajeva simptomi javljaju oko petog dana
inkubacije. Jedan od prvih simptoma jest zimica koja je prisutna ve¢ prvog dana bolesti, koju

prati visoka temperatura. Temperatura je prisutna svih dana bolesti koja moze trajati i
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tjednima (13). Od ostalih simptoma osoba moZe osjecati malaksalost, glavobolju, bol u
misi¢ima, a kasalj koji se javlja je suh i bez iskasljaja. Kao i kod ostalih upala pluca prisutna
je bol u prsima i oteZzano disanje. Simptomi respiratornog sustava karakteristicni su za
pneumonije, no neki pacijenti mogu razviti i gastrointestinalne simptome te poremecéaje u
radu bubrega. Oko 25-50 % sluCajeva biti ¢e praceno mucninom, povracanje i boli u
abdomenu. NeuroloSki, mogu se zabiljeziti delirij, zbunjenost pa ¢ak i halucinacije. Ovi
poremecaji mogu se dijagnosticirati u prvom tjednu bolesti. Karakteristicno za legionarsku
bolest jest svakako rendgenski snimak, odnosno radioloske promjene. Radioloske promjene
na plu¢ima javljaju se tre¢eg dana bolesti zbog akumulacije teku¢ine u plu¢ima. Nakon
postavljene dijagnoze, potrebno je izvjesno vrijeme da bi bolesnik imao normalan rendgenski

snimak pluca, a to moze potrajati i do 12 tjedana (10).

Ono $to je bitno napomenuti jest da ne¢e kod svakog pojedinca simptomi biti jednako
izrazeni, dok se neki ni ne moraju javiti. Sve ovisi o imunoloskom sustavu pojedinca, kao i

infektivnoj dozi koja ude u ljudski organizam (13).

Legionnaires
disease

Headache ———

Fever
Chills

. Ataxia
Respiratory — Tiredness

Cough
Shortness \
of breath
] _—— Gastric
o Nausea
' L g Diarrhea
Muscle \ Vomiting
Aches
} Legionella
pneumophila
The time between
the patient's
exposure to the
bacterium and the /
onset of illness .

is 2 to 10 days. D

Slika 3. Simptomi legionarske bolesti (https://theconversation.com/why-are-people-still-

dying-from-legionnaires-disease-121862)

11


https://theconversation.com/why-are-people-still-dying-from-legionnaires-disease-121862
https://theconversation.com/why-are-people-still-dying-from-legionnaires-disease-121862

1.3.3. Infekcije uzrokovane non-pneumophila vrstama legionela

Kao $to je ve¢ poznato najveéi broj legioneloza uzrokovano je i najpoznatijim
predstavnikom te bakterijske vrste, L. pneumophila. Kad govorimo o drugim legionelama
najcesce se tu spominje L. longbeachae i L. micdadei te je jako mali broj sluc¢ajeva u kojima
su drugi pripadnici ove vrste uzroc¢nici. Bolesti koje uzrokuju druge vrste iz roda
Legionellaceae ne moraju imati simtpome kakve tipi¢no moZemo pronaci u legionelozama, a
uz to i infekcije sa dvije ili viSe vrste mogu biti prisutne. Upravo radi razvijenih testova koji
su specifiéni samo za L. pneumophila kod bolesti uzrokovane drugim legionelama one
najceS¢e nece biti dijagnosticirane. Malo je poznato o mehanizmima patogenosti i
unutarstani¢nom zivotu legionela koje nisu L. pneumophila. No, one ne smiju biti zanemarene
upravo iz razloga jer predstavljaju ve¢i javnozdravstveni rizik, poglavito za
imunokompromitirane osobe. Poznata je mogucnost da navedene budu teze za ukloniti iz
vodenih sustava gdje L. pneumophila i stvara najvece probleme, pa ih se iz tog razloga ne

smije podcjenjivati kao humane 1 okoliSne patogene.

Znanstvenici su prilikom pojave legioneloza proveli istrazivanje u kojem je dokazano
da postotak od 53% bolesti izaziva L. longbeachae, a 46% L. pneumophila, ono $to je takoder
zabiljezeno jest veca smrtnost u slucaju nonpneumophila legionela. Na odredenim
geografskim podruc¢jima prisutne su odredene vrste legionela, no to jo$ znanstveno nije
objasnjeno. Primjer navedenog jest Tajland gdje je incidencija pneumonia uzrokovanih L.
longbeachae veca, dok pneumonia uzrokovana L. pneumophila nije zabiljeZena. Pneumonia
ima tezu klini¢ku sliku, kao 1 povecan rizik od razvoja perikarditisa, endokarditisa i akutnog

pankreatitisa.

Legionella micdadei zajedno sa nekim drugim legionelama kao $to su L. dumoffii, L.

feeleii i L. anisa ¢ini otprilike 2,2% ukupnih legioneloza. Navedena vrsta uzrokuje bolest
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naj¢esce kod pacijenata koji su HIV pozitivni i pacijenata sa transplantiranim bubregom (28).
Infekcija se pojavljuje ve¢inom intrahospitalno i simptomi mogu biti slicni onima u
legionarskoj bolesti ili pontijackoj groznici, no mogu se javiti i komplikacije u vidu teskog
proljeva, upala popluénice i sl. Znanstvenici su dokazali kako je ova vrsta bakterija manje

agresivna za humane makrofage (29).

Ostale vrste legionela su rijetko izolirane iz ljudskog organizma, a i onda kada su oni
izolirani to je kod onih pacijenata koji ve¢ pate od teZih akutnih ili kroni¢nih oboljenja.
Pacijenti kod kojih je dokazana bolest uzrokovana nonpneumophila vrstama legionele u
vecini su slucajevi bolesnici koji imaju oslabljen imunitet 1 primaju imunosuportivnu terapiju,
Sto nije slucaj kod bolesti uzrokovane L. pneumophila. Od javnozdravstvenog znacaja je
napomenuti kako nije =zabiljezen slucaj pojave wupale pluca koje su uzrokovane
nonpneumophila vrstama legionela, a da su povezane sa aerosolom stvorenih od velikih
rasladnih sustava i sl. Ono gdje jesu zabiljezene druge vrste legionela jest u pojavi pontijacke

groznice Cija je posljedica izlozenost aerosolu (29).
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1.4. Dijagnostika i lijeCenje legioneloza

lako znanstvenici pokusavaju pronaci dijagnosti¢ki postupak koji bi olaks$ao i skratio
vrijeme potrebno da se legioneloze dokazu, do sada nije zabiljezen veci uspjeh. Upravo kako
bi se izbjegle letalne ili teze posljedice, potrebno je razviti metodu koja bi omogucila brzo
dijagnosticiranje. Testovi za dijagnosticiranje trebali bi se primjenjivati na svim pacijentima
sa sumnjivom pneumonijom, onima starijima od 40 godina, imunokompromitiranim
pacijentima, pacijentima koji ne reagiraju na beta laktamske antibiotike te naravno onima koji
su potencijalno bili izloZeni legioneli na nekom mjestu gdje se dogodila epidemija. U
postavljanju dijagnoze potrebno je uzorke uzeti prije antibiotske terapije kako bi rezultati

analize bili §to ispravniji (13).

Danas postoji Sirok spektar genetskih 1 imunoloskih metoda za dijagnosticiranje, no
unato¢ tome testovi za legionelu baziraju se na najpoznatijoj L. pneumophila OL.
Laboratorijske metode koje se sada koriste u dijagnozi jesu izolacija bakterije na hranjivom
mediju, seroloska identifikacija, detekcija antigena u urinu, detekcija bakterije u tkivu ili
tjelesnim teku¢inama koriste¢i imunofluorescentnu mikroskopiju, detekcija bakterijskog DNA
pomoc¢u PCR-a (eng. Polymerase Chain Reaction). Od navedenih metoda najmanje se koristi
imunofluorescentna mikroskopija, dok se za vecinu slucajeva koristi detekcija antigena u
urinu (4). Detekcija antigena osjetljiva je metoda za legioneloze koje se javljaju medu
populacijom i prilikom putovanja, a za legioneloze koje se javljaju intrahospitalno ova metoda
nije u potpunosti odgovaraju¢a. Ova metoda je najbrza od svih navedenih te je upravo zato i
najcesce koriStena, ve¢ u prva tri dana bolesti antigeni se mogu detektirati, dok nakon

ozdravljenja u urinu oni mogu zaostati i nekoliko tjedana.

Imunofluorescentna mikroskopija moZze biti direktna ili indirektna metoda za detekciju, pri
¢emu se kao uzorci uzimaju sekret iz respiratornog trakta, tekucina iz pluca ili pleuralna
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teku¢ina. PCR metoda koristi se ¢es¢e za dijagnosticiranje legionela iz okoliSa, iako se moze
primjeniti i na klinicke uzorke. Ona potencijalno moze otkriti veé¢inu serogrupa te je zato
korisna u ranoj detekciji infekcije, osobito u intrahospitalnim slucajevima. Osim brzine u
postavljanju dijagnoze, PCR metoda ima i ekonomskih benefita, brzom dijagnozom
sprje¢avaju se veci gubitci, ¢emu uvelike doprinosi i koristenje real-time PCR metode. Uz
kultivaciju na hranjivoj podlozi, koristi se ELISA, najces¢e koriStena seroloska metoda. Ona
sluzi kao potvrda dokazane legionele na hranjivoj podlozi te se kao takva ne moze koristiti
zasebno. Jedna od prednosti metoda je dostupnost velikog broja antiseruma kojima se moze
dokazati veliki broj serogrupa bakterije, no mana je dugotrajnost analize koja u postavljanju

dijagnoze nije pozeljna (1).

Terapija legioneloza sastoji se od uzimanja prikladnih antibiotika koji mogu suzbiti
uzrocnika. Najucinkovitijima do sada pokazuju se makrolidi u koje ubrajamo azitromicin i
klaritromicin koji uspjesno penetriraju u tkiva i na taj nacin djeluju na uzrocnika. Eritromicin
pokazuje djelotvornost ali znatno slabiju nego prethodno navedeni, dok bakterija pokazuje
potpunu otpornost na beta laktamske antibiotike. Ukoliko se sumnja na polimikrobnu
pneumoniju, pacijentu se uz makrolide daju i beta laktamski antibiotici. Lije¢enje legioneloza

jest dugotrajno, od 10 do 21 dana, dok sami simptomi nisu prisutni predugo (1).

Veliki problem danasnjice predstavlja Cinjenica da profilaksa za legionelu ne postoji te je

potrebno podignuti svijest o potrebi kontroliranja prisutnosti ove bakterije.
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1.5. Kultivacija

Jo§ uvijek, preferirana metoda za dijagnosticke postupke jest kultivacija bakterija na
hranjivoj podlozi. Kultivacija se smatra zlatnim standardom upravo zbog toga $to je njena
specificnost blizu 100%, a osjetljivost metode iznosi oko 60%. U proslosti, legionela se mogla
izolirati jedino u zamorcima i kokosjim jajima, sve dok nije razvijen in vitro medij na kojem
se moze rasti. Primarno, legionela se uzgaja na agaru koji sadrzi L-cistein koji je bakteriji
neophodan za rast. Prije otkri¢a idealnog agara za uzgoj legionela, ona se kultivirala na
Mueller-Hinton agaru, koji je sadrzavao hemoglobin i L-cistein. Znanstvenici su utvrdivali
sastav podloge koji idealno pogoduje rastu bakterije, te se sam sastav iste mijenjao kroz
godine. Tako je podloga sadrzavala kazein hidrolizat, ekstrakt govedine i Skrob koji je
zamijenjen aktivnim ugljenom, dodavane su odredene supstance kako bi se zadrZzao optimalan
pH potreban za rast, a to je 6,9. Novi razvijen medij za uzgoj bakterija nazvan je BCYE (eng.
Buffered Charcoal Yeast Extract). Nekoliko godina kasnije, u hranjivu podlogu dodane su i
kalijeve soli, kao 1 odredeni antibiotici koji podlogu ¢ine jo$ selektivnijom za rast legionela
(14). Danas, podloga sadrzi l-cistein, soli Zeljeza, ekstrakt kvaca koji je izvor proteina i

aktivni ugljen koji pomaze uklanjanju vodikovog peroksida toksi¢nog za bakteriju (10).
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Slika 4. Porast legionele na BCYE agaru

1.6.  Faktori koji pogoduju rastu legionela

Ve¢ ranije spomenuto, legionela je sveprisutna bakterija koja ima sposobnost rasta i
razmnozavanja u razli¢itim uvjetima. Ti uvjeti ukljucuju razli¢ite temperature, pH vrijednosti
kao i vodene sredine u kojima se moze naé¢i. Od navedenih, najvazniji faktor jest temperatura
koja ¢e legionelama omoguciti prezivljavanje, kako u prirodnim vodenim resursima tako i u
umjetnim. Legionele jesu mezofilne bakterije sa Sirokim temperaturnim rasponom u kojem
mogu rasti, pa se tako mogu pronaci na temperaturama od 12°C do 42°C dok im je optimum
za rast od 25°C do 40°C (14). Unato¢ navedenom, zabiljeZeni su slu€ajevi u kojima je
bakterija bila prisutna u sistemima vruc¢e vode i do 66°C, a iznad 70°C bivaju uniStene gotovo
instantno. Znanstvenici su dokazali da broj bakterija opada iznad 44-45°C, a temperatura pri
kojoj im je razmnoZavanje limitirano iznosi izmedu 48,4°C 1 50,0°C (10). O prezivljavanju
bakterije u raznim uvjetima govori ¢injenica da je bakterija izolirana 1 iz smrznutog jezera i u

termalnim vodama. Pri niskim temperaturama nema moguénost razmnozavanja, ali moze
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prezivjeti dugo vremena. Jednom kada se temperatura podigne na optimum potreban za njen
rast ona se moze dalje razmnozavati, a pri temperaturama od 50°C moze prezivjeti i do
nekoliko sati. U sustavima hladne vode zbog izbjegavanja infekcija legionelom temperature je
potrebno odrzavati izmedu 20°C i 25°C (16). Sve navedeno legionelu ¢ini termotolerantnom
bakterijom, osobito u vodenim sredinama koje svakako predstavljaju krucijalan faktor u

razmnozavanju bakterije i Sirenju infekcije (10).

Osim temperature, pH vrijednost vazan je faktor koji moze limitirati ili potencirati
bakterijski rast. Ova bakterija raste u slabo luznatom i slabo kiselom mediju, u pH 6,0-8,0, a
pri pH vrijednostima 5,0 i 10,0 kultivacijska sposobnost nije toliko izrazena (16). Uz
navedeno, mali je broj istrazivanja koji su uz vodovodnu vodu kao pogodan medij za rast
spomenuli 1 slanu morsku vodu koja takoder moZze imati benefite za legionelino
razmnoZzavanje. Znanstvenici su dokazali kako bakterija ima moguénost prezivljavanja u
vodama gdje je koncentracija NaCl do 3%, a temperature nisu nize od 4°C odnosno nisu vise
od 20°C. Naravno, sama koncentracija NaCl i temperatura nisu dovoljni ve¢ je potrebna i
kombinacija sa drugim nutrijentima koji se nalaze u morskoj vodi i iz ¢ega legionele crpe ono

Sto im je potrebno kako bi opstale (19).

Sama voda ne moze biti dovoljan medij u kojem se bakterije razmnozavaju vec¢ su
potrebni drugi nutrijenti i faktori koji ¢e omoguciti isto. U studijama je dokazana bakterijska
sposobnost dugog preZivljavanja u sterilnoj vodi iz slavine i sterilnoj destiliranoj vodi, no one
se ondje ne razmnozavaju. Upravo prisutnost drugih mikroorganizama legionelama
omogucava da prezive i da se razmnoZzavaju. Prisutnost drugih mikroorganizama ce
bakterijama omogudéiti sve potrebne nutrijente za rast kao $to su naprimjer aminokiseline. Ti
mikroorganizmi mogu biti druge bakterije ali i protozoe (10). Znanstvenici su svojim
istrazivanjima dokazali mogu¢nost legionela da se razmnoZavaju u 14 vrsta protozoa S$to
ukljucuje Acanthamoebu i Naegleriu i neki od trepetljikasa. Protozoe predstavljaju vazan
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vektor za rast 1 prezivljavanje u prirodnim i umjetnim okruzenjima, te su pronadene na onim
mjestima gdje su zabiljezeni slucajevi legioneloza. U prirodnim okruzenjima legionele
proliferiraju u protozoe pomocu intracelularnih fagosoma uz produkciju proteaza sa
citotoksicnom aktivnoséu §to uzrokuje lokalnu destrukciju na protozoama (10). Zbog njene
mogucnosti razmnozavanja intracelularno legionele se smatraju parazitima ameba, s obzirom
da se ne mogu razmnozavati ekstracelularno. Ovakav nacin zivota bakterije nije uobiCajen
upravo zbog toga jer su protozoe te koje za svoj rast 1 razmnozavanje koriste bakterije od
kojih dobivaju sve potrebne nutrijente. Inicijalna interakcija izmedu patogena i stanice
domacina, u ovom slucaju protozoe, posredovane su vezanjem bakterijskog liganda, kao Sto
su pili, na receptor koji se nalazi na povrSini stanice domacina. Genetska istrazivanja pokazala
su da bakterijska stanica posjeduje minimalno dva pilija. Jedan od njih je CAP pili, eng.
Competence-and-adherence pili (15). Kada bakterija ude u protozou ona se nalazi u vakuoli i
izbjegava degradaciju lizosomima. Mitohondriji i endoplazmatski retikulum regrutiraju se sa
vakuolom 1 nastaje izvedeni odjeljak u kojem se nalaze legionele. Bakterija se umnaza
ekstenzivno, uniStava fagosomalnu membranu, invadira citosol stanice domacina, lizira i
izlazi iz stanica, kako bi mogla zapoceti novi infektivni ciklus i dalje se razmnozavati (17).
Kako bi njen zivotni ciklus bio uspjesan, jednom ingestirana bakterija od strane ameba mora
imati odredene uvjete u kojima ona moze opstati. Temperatura je ponovno jedan od glavnih
faktora koji bakteriju moze ograni¢iti (18). Na temperaturi od 22°C bakterija biva
probavljena, a na 35°C ona moze proliferirati. Osim na prezivljavanje, bitna je temperatura
zbog ekspresije flagela koje ona posjeduje, pa su tako pri 30°C flagele viSe izraZene, nego na
temperaturama od 37°C. Bicevi su bitni kod legionela jer njihova prisutnost ¢e omoguciti
bakterijama da inficiraju protozoe i makrofage, dok one koje ih ne posjeduju imaju smanjenu

ili nikakvu sposobnost adheriranja i inficiranja. Zivotni ciklus u protozoama legionele &titi i
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od utjecaja biocida i termalne dezinfekcije Sto im pruza daleko veéu rezistenciju u okolisu

(10).

1.7. Biofilm

U svom prirodnom okruzenju bakterije zive u organiziranim zajednicama koje se nazivaju
biofilm. Biofilm se moze na¢i na prirodnim povrSinama kao i na povrSinama umjetno
stvorenih sustava. Ovakav nacin Zivota bakterijama osigurava povoljniji okoli§ uz stvaranje
sluzavih i tankih slojeva uz pomo¢ kojih izbjegavaju njima nepovoljna stanja kao Sto su
temperaturni ekstremi i stanje limitiranih nutrijenata (10). Formiranje biofilma ide kroz
nekoliko koraka, odnosno faza. Inicirano je pri¢vrS¢ivanjem na supstrat, nakon ¢ega slijedi
sazrijevanje biofilma 1 formiranje ekstracelularnog matriksa S§to zavrSava disperzijom
bakterija. Mikrobne populacije adheriraju na odredeni supstrat i ugrade se u matriks gdje
tvore polimernu supstancu koja im pruza zastitu od nepovoljnih uvjeta. Adheriranje stanica
bakterija na povrSinu dogada se naj¢eS¢e pomocu ekstracelularne polisaharidne supstance
koju izlu¢i stanica. (10). Vezanje bakterija i stvaranje biofilma uvjetovano je raznim
C¢imbenicima medu kojima su kombinacije kemijskih, bioloskih i vremenskih uvjeta.
Bakterijske zajednice koje tvore biofilmove stvaraju posljedice u umjetno stvorenim
sredinama gdje se mogu naci (20). Biofilmovi se smatraju izuzetno kompleksnim mirobnim
ekosistemima koji se mogu sastojati od bakterija, algi i protozoa. No, ¢ak i u takvim

zajednicima bakterije su kompetitivne i "natjecu" se za nutrijente kako bi se mogle integrirati

).

1.7.1. Legionella pneumophila i biofilm

U vodama u prirodi legionele se mogu naci kao sesilne stanice u biofilmovima koji im

omogucava pri¢vr§¢ivanje na povrsine ili zajednicu sa drugim bakterijama. Navedeno se
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postize formiranjem ekstracelularnog matriksa koji se sastoji veéinski od vode, polisaharida,
proteina, DNA i RNA i anorganskih spojeva. Prezivljavanje legionela u oligotrofnim uvjetima
indicira da je bakterija sposobna pridobiti nutrijente iz bakterijske zajednice u biofilmu. Ono
Sto legionelama dodatno pomaze jest adheriranje na ve¢ postojeci biofilm formiran od drugih
bakterija te je tada njihovo prezivljavanje znacajnije nego u slucaju kada legionele primarno

koloniziraju i stvaraju biofilm (21).

Legionela je u manjem postotku zastupljena u biofilmovima koji su pronadeni u prirodnim
vodama kao 1 u okoliSnim biofilmovima, te to moZe biti objaSnjeno utjecajem drugih
mikroorganizama u biofilmu. Neke bakterijske vrste uspjeSno ¢e promovirati prisutnost
legionela dok ¢e drugi inhibirati njen rast. Primjeri bakterija koji promoviraju njen rast jesu
Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium sp., Pseudomonas fluorescens. Znanstvenici navode
kako navedene bakterije sintetiziraju tvari koje pomazu u adherenciji bakterije. Suprotno,
bakterije koje inhibiraju legionelu u biofilmu jesu Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila, Burkholderia cepacia. U biofilmu promoviraju¢e Klebsiella pneumoniae i
inhibiraju¢e Pseudomonas aeruginosa legionela ima mogucénost perzistirati §to govori
smanjenom utjecaju inhibiraju¢e bakterije u prisutnosti Klebsiella pneumoniae. Razlog tome

moze biti u faktorima rasta koje producira Klebsiella, dok oni inhibiraju rast Pseudomonasa

).

U laboratorijskim uvjetima, Legionella ¢e tvoriti biofilm u strozim uvjetima na ranije
spomenutom BCYE agaru, koji je bogat nutrijentima, i pri razliitim temperaturama.
Kvantiteta, stupanj adherencije i stupanj tvorbe biofilma u korelacji je sa razli¢itim
temperaturama. Na 25°C legionela tvori biofilm nalik na gljivu koji sadrZi vodene dijelove, a
suprotno, pri 37°C biofilm je deblji i ne sadrZi vodu. Treca temperatura na kojoj je zabiljeZena

pojavnost biofilma jest 42°C i tada je on nitaste strukture bez sjaja (2).
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lako je prezivljavanje legionela u biofilmu s viSe vrsta mikroorganizama zabiljezeno,
malo je poznato o faktorima koji joj omoguéavaju pricvr$éivanje 1 perzistiranje u
biofilmovima (2). Ono $to legionelu jo§ izdvaja jest ¢injenica da je ona sposobna tvari i
nutrijente za rast dobivati direktno od algi kao i rasti na ekstracelularnim produktima

cijanobakterija u laboratorijskim uvjetima (2).

Postoje odredeni faktori koji odreduju formiranje biofilma legionela, jedan od najvaznijih
je svakako ciklicki di-GMP (eng. Cyclic di-GMP). C-di-GMP jest sekundarni glasnik
bakterija koji regulira odredene procese kao Sto su patogeneza 1 formiranje biofilma.
Pretjerano formiranje biofilma pokazuje povezanost sa smanjenjem razine c-di-GMP-a, dok bi
njegova degradirajuc¢a sposobnost mogla poboljsati formaciju biofilma. Svakako jest znacajna
1 prisutnost Zeljeza koji je esencijalan nutrijent potreban za rast i replikaciju. Iako je
esencijalan, njegova koncentracija trebala bi biti strogo kontrolirana upravo zbog toksi¢nosti
koju moze izazvati. Visoke koncentracije zeljeza izazvati ¢e snaznu inhibiciju formiranja
biofilma (2). Bakterijska stanica sadrzi i gen Lcl (eng. Legionella collagen-like) koji je
adhezin i veze se za sulfatni glikozaminoglikan na ekstracelularnom matriksu domacina (1).
Ovaj gen je prisutan u raznim okoli$nim i klini¢kim izolatima L. pneumophila dok kod
drugih, manje poznatih vrsta on izostaje te one nisu ni zabiljezene kod pacijenata kao ni u
biofilmovima (2). Prisutnost kationa ima utjecaja na biofilm, pa tako naprimjer Kalcij i
magnezij olakSavaju pri¢vr§¢ivanje stanica na abioticke povrSine. PoviSene koncentracije
cinka, mangana 1 magnezija povecavaju sposobnost legionela da se poveze sa stanicama

domacina kao Sto su naprimjer humane epitelne stanice pluca.

Vazno je spomenuti i Quorum sensing (QS) koji regulira ekspresiju gena u raznim
bakterijskim procesima ukljucujucéi virulenciju, sporulaciju, bioluminiscenciju, kompetenciju 1
formaciju biofilma. Za L. pneumophila QS je vazan u disperziji bakterijskih stanica u

kasnijim fazama razvoja biofilma (2).
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Upravo zbog mogucénosti stvaranja biofilma, potrebno je prevenirati njegovo stvaranje jer
jednom stvoreni biofilm teSko je ukloniti. Kada bakterija ude u vode, to su najéesce
biofilmovi i to na stijenkama slavine, ventilacije ili u klimatizacijskom sustavu. Nekoliko je
faktora koji ¢e pogodovati stvaranju biofilma, oni su: prisutnost nutrijenata, kako u vodi tako i
na samom materijalu, kamenac i korozija, vise temperature vode, stagnacija ili slabi protok
vode u slavinama. Kamenac i korozija olakSavaju formiranje biofilma zbog stvaranja
mikroniSa do kojih ne moze doprijeti dezinficijens 1 na taj naCin se povecava povrSina
dostupna mikroorganizmima za stvaranje biofilma. Korozija povecava dostupnost Zeljeza
legionelama $§to rezultira povecanim rizikom za rast legionela kao 1 mjestima u
vodoopskrbnim sustavima gdje je protok manji, a osobito gdje voda stagnira (12). Odabir
materijala za vodovodni sustav predstavlja jedan od rizika za nastan biofilma jer neki od
materijala, osobito prirodnih, mogu omoguciti supstrat bogat nutrijentima za rast, ali jednaki

takav rizik predstavljaju i plasti¢ne povrsine (22).

Legionella can live and grow in biofilm

G

Water
\ i Free-floating
Pipe wall — bacteria
Biofilm- Sﬁrcreted
associated Slime
bacteria

Cross section of pipe

Slika 5. Prikaz biofilma legionela u presjeku vodovodne cijevi

(https://www.cdc.gov/legionella/wmp/overview/growth-and-spread.html)
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1.7.2. Biofilm i morska voda

Bakterije predstavljaju vaznu ulogu u morskom okoliSu, ukljuujué¢i vodenje
biogeokemijskih ciklusa i opskrbljivanje materijala i energije na vi$§im trofickim razinama.
Fenotipska plasti¢nost bakterija jest sposobnost njihovog genotipa da pod raznim utjecajem
okolisa proizvede razli¢ite fenotipe $to svakako omogucava prezivljavanje u uvjetima Koji

nisu potpuno pogodni te je upravo jedan od takvih uvjeta morski okolis (23).

Biofilmovi morskog okolisa lako koloniziraju umjetne povrSine pri ¢emu ubrzavaju
procese korozije i obrastaja, ali mogu i utjecati na polietilensku plastiku. Zajedno sa drugim
mikroorganizmima, bakterije su zasluzne za obrastanje, pri cemu dozvoljavaju adheziju vec¢ih
organizama kao §to su alge, dagnje i kozice. Navedeno stvara velike ekonomske izdatke, ali i
ekoloski znacaj je bitan. Organizmi prisutni u obrastaju reduciraju protok vode i povecavaju

bioloski talog u farmama akvakulture.

U morskom okoliSu pristup nutrijentima je viSe ogranicen i varira. Na otvorenom moru,
more sadrzi manje nutrijenata i oni su slabije dostupni bakterijama, dok je obaln more bogato
nutrijentima. Organska materija u morskoj vodi sadrzi vece koli¢ine prozirnog gela u formi
koloida i snopova koji su produkt mikrooranizama i fitoplanktona. Bakterijske stanice imaju
lak pristup nutrijentima uz pri¢vrS¢ivanje na gelove i hidrolizirajué¢i ih koriste¢i hidrolaze

(23).

Nekoliko je vaznih bakterijskih procesa i mehanizama koji su kljuéni u formiranju
biofilma u morskoj vodi, oni uklju¢uju mikrobnu populaciju ve¢ pristunu na povrsini koja
daje signale drugim mikroorganizmima, komunikacija medu istim vrstama 1 razli¢itim

vrstama bakterija i regulatorni balans izmedu kooperacije i kompetitivnosti. Dijelovi morskog
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okolisa bakterijama predstavljaju jak izvor nutrijenata kao $to su anorganski makronutrijenti,

organski ugljik, energija koja im je potrebna, mikronutrijenti i elektroni (24).

U moru pronalazimo dva nacina zivota mikroorganizama, jedan je onaj gdje su organizmi
rasprseni u vodenom okoli$u, a u drugome su mikroorganizmi vezani na ¢vrstu povrSinu. lako
je uobicajeno da oni preferiraju jedan naéin zivota, neki imaju sposobnost prilagodbe na oba
ovisno o fazi zivotnog ciklusa u kojoj se nalaze. Primjeri bakterija koje Zive vezane za
povrsinu su Rhodobacteraceae, Alphaproteobacteria, Alteromonadaceae, Vibrionaceae i
Flavobacteria. Smatra se kako je afinitet prema nac¢inu zivota usaden u mikrobnu genetiku i

rezultat je dugotrajne evolucije (24).

1.8.  Mjere za suzbijanje

Ranije spomenuto, legionela je bakterija koja moze biti pronadena u prirodnim vodenim
sustavima. Ukoliko ona nastani prirodne vode, broj kolonija ne¢e biti dovoljno velik da bi
predstavio rizik za ljudsko zdravlje. S obzirom na njenu toleranciju na klorid, prilikom obrade
voda ona moze prije¢i u vodovodne sustave. Uz toleranciju na klorid, u vodovodnim

sustavima bakteriji pogoduje i visoka temperatura (25).

U vodovodnim sustavima primarno je potrebno obratiti paznju na materijale koji se
koriste u izgradnji vodoopskrbnih objekata kao 1 na slijepe zavrSetke cijevi koji predstavljaju
daleko najvec¢i rizik za razmnozavanje legionela kao i za stvaranje biofilma. Poznavaju¢i put
prijenosa kontrola se takoder mora bazirati na glavama tusSeva i klimatizacijskim sustavima
(26). Nakon toga paznja se mora fokusirati na odrZzavanju temperature sustava kako ona ne bi

bila poticajna za rast i razvoj bakterija. U kupaonicama temperatura mora biti do 45°C, a u
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kuhinjama ona mora i¢i od 55°C do 60°C. U velikim vodovodnim sustavima kao $to su hoteli,
bolnice i slino temperatura vode ne smije i¢i ispod 60°C i to mora biti pod strogo
kontroliranim uvjetima. Ovdje se javlja problem kod starijih i manje odrzavanih sustava gdje
nije moguce konstatno odrzavati jednaku temperaturu zbog odredenih gubitaka (12).
Najvazniji korak za objekte koji posluju sezonski jest dezinfekcija na kraju sezone, te

hiperdezinfekcija koja slijedi prije samog pocetka sezone.

Tehni¢ke mjere nisu dovoljne kako bi se rizik smanjio na minimum pa je potrebno i
simultano provodenje kemijsko-fizikalnih mjera. Tretman natrijevim hipokloritom efikasna je
metoda, relativno jeftina, no otegotna okolnost jest miris klora koji se javlja u tretiranoj vodi
te njegova nestabilnost ako je temperatura vode malo visa. Klor dioksid je u¢inkoviti kemijski

dezinficijens koji unistava i biofilm te sprje€ava da on ponovno nastane (10).

Uz klorne preparate voda se moze tretirati hidrogen peroksidom koji nije dovoljno
ucinkovit te stoga nije u precestoj upotrebi. lonizacija bakrom i srebrom jest zahtjevna metoda

gdje voda prije mora proci kroz predtretman (27).

U sustavima gdje postoji moguénost pojave biofilma nije pozeljno koristiti tretman UV
zracenjem. UV zracenje uniStava vegetativne oblike no, biofilm i spore perzistiraju pa voda

nije sterilna. Takoder, nije dugotrajno rjeSenje jer nema rezidualnog djelovanja (23).

Dezinfekcija ozonom jest dobra dezinfekcijska metoda jer on prodire u vegetativne oblike,
ali uz njih vodu ostavlja sterilnom jer utjeCe na spore i biofilm. Osim uniStenja biofilma,
svojim djelovanjem ozon osigurava da se isti viSe ne pojavi. Nedostatak ove metode jesu
veliki financijski izdaci koje dodatno povecéava potreba za uklanjanjem 0zona prije nego voda

ide u upotrebu (10).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj okolisnih faktora (temperatura i razrjedenje

morske vode) na stvaranje biofilma razli¢itih sojeva L. pneumophila u morskoj vodi.
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3. METODE | MATERIJALI

3.1. Materijali

Automatske pipete
o 2-20uL, 20-200uL 1 100-1000uL "GilsonPipetman” (Gilson, USA)
o nastavci za pipete (Gilson, USA)

e Epruvete

e Petrijeve zdjelice

e Sterilna destilirana voda

¢ FizioloSka otopina

e Plamenik

e Pincete

e Sterilne igle

e Termostat (35+2 °C, 3242 °C)

e Mikrotitar plocice

e Ultrazvucna kupelj "Bandelin”

e Spektrofotometar Biofotometer, "Eppendorf", Njemacka
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3.1.1. Hranjive podloge

Prilikom izrade ovog istrazivanja koristena je hranjiva podloga BCYE koji sluzi kao medij
za rast legionelama. Hranjiva kruta podloga BCYE agar je 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/I alfa-
ketoglutarat (Sigma, UK) uz dodatak 10 ml/1 0,1 M zeljezovog (III) nitrata (Sigma, UK) te 10
ml/l 0,33 M L-cisteina (Sigma, UK) i tekuca podloga AYE sasatava (pH 6,9): 10 g/l kvascev
ekstrakt (Oxoid, UK), 10 g/l ACES (Sigma,UK), 1 ¢/l alfa-ketoglutarat (Sigma,UK) uz
dodatak 3,3 mL/l 1M L-cisteina (Sigma, UK) i 3,3 mL/l 1M Zeljezovog pirofosfata

(Sigma,UK).

3.1.2. Bakterijski sojevi

U istrazivanju je koriSteno 16 razli¢itih sojeva legionela. Glavna razlika medu sojevima

bila je $to su neki bili okolisni izolati, a drugi su bili izolirani u klinickim slu¢ajevima.

Okolis$ni izolati koji su koristeni jesu:

L. pneumophila sgl Oxford 1 ST1
e L. pneumophila sgl Oxford 2 ST1
e L. pneumophila sgl Benidorm ST1299
e L. pneumophila sgl Bellingham ST728

e L. pneumophila sgl Allentown ST82
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Koristeni klini¢ki izolati u istrazivanju:

[ ]
—

. pneumophila sgl Oxford ST1

e L. pneumophila sgl Philadelphila ST1

[ ]
—

. pneumophila sgl Philadelphia ST37

e L. pneumophila sg6 Chicago ST421

[ ]
—

. pneumophila sg8 Concord 3 ST1324

e L. pneumophila sgl Benidorm ST1299

[ ]
—

. pneumophila sgl Bellingham ST334

e L. pneumophila sg1 Bellingham ST728

3.1.3. Uzorci vode

Uzorci vode koji su koristeni u istrazivanju dopremljeni su u sterilnim staklenim bocama
koje su bile oznacene. Uzorke su predstavljali sirova morska voda dopremljena s otoka
LosSinja, destilirana vodovodna voda i vodovodna voda iz slavine. Voda je filtrirana pomocu

filtera za Sprice promjera 0,22 um.
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema bakterijskog inokuluma

Broj bakterija u inokulumu odreden je spektrofotometrijskom metodom nakon pripreme
bakterijske suspenzije u sterilnoj vodovodnoj vodi. Apsorbancija se mjerila pri 600 nm i
namjestena je na OD1 (eng. Optical Density). Ta apsorbancija oznacava koncentraciju
bakterija od 1x10° cfu/mL. Nakon toga bakterije su dodane u pripremljene uzorke vode i

pocetna koncentracija bakterija je iznosila ~ 10° cfu/mL.

3.2.2. Razvijanje biofilma

Nakon $to je pocetna suspenzija bakterija dodana u uzorke, pripremljena su razrjedenja u
mikrotitarskim ploCicama 1 ista stavljena na inkubaciju na dvije temperature, 25°C 1 37°C
kroz 5 dana kako bi se biofilm poceo stvarati na povrSini mikrotitarskih plocica. Sljedec¢i
korak bio je isprati mikrotitarske ploCice i podvrgnuti ih tretmanu u ultrazvuc¢noj kupelji kroz
60 sekundi kako bi se bakterije odvojile od povrSine na kojoj jesu, u ovom sluéaju s povrsine

mikrotitarske plocice.

3.2.3. Odredivanje broja bakterija i statisticka obrada rezultata

1z razrjedenja u mikrotitarskim ploc¢icama, bakterije su nasadene na neselektivni BCYE agar 1
inkubirane na 37°C. Nakon 72h izvrSeno je oCitanje porasta na podlozi te se tako pratio broj
vijabilnih bakterija iz uzoraka morske vode, destilirane vode, vodovodne vode kao i iz
odredenog omjera morske i destilirane vode (1:1). Dobiveni rezultati prikazani su kao srednje
vrijednosti 1 njihove standardne devijacije. U svrhu daljnje obrade koriSten je program

Statistica uz koristenje neparametrijskog Mann-Whitney U testa.
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4. REZULTATI

Prirodno, legionele nastanjuju vodena podrucja i to pretezito slatke odnosno vodovodne
vode, njeno prirodno staniSte nisu morske vode. U tim vodama, legionele pokazuju
sposobnost stvaranja biofilma. Istrazivanje se baziralo na utjecaju okolisnih faktora Koji

potencijalno imaju mogucénost potenciranja boljeg stvaranja biofilma legionela.

4.1.  Sposobnost stvaranja biofilma legionela

Zbog okoliSa u kojem legionele prirodno obitavaju bilo je potrebno istraziti mogucnost
stvaranja biofilma u tri razliita vodena izvora kao 1 na dvije razliite temperature. Bakterije
Ciji porast je pracen jesu sve razliCiti sojevi L. pneumophila koji su podijeljeni na okoli$ne i na

klini¢ke izolate.

4.1.1. Biofilm Legionella pneumophila u morskoj vodi

Sposobnost stvaranja biofilma razli¢itih sojeva L. pneumophila ispitan je na nacin da su
bakterije inokulirane u morsku vodu i prac¢en njihov porast nakon 5 dana na dvije razli¢ite
temperature, 25°C i 30°C. Na slici 6. vidljiv je porast okoli$nih izolata legionela na razli¢itim

temperaturama, u uzorku morske vode.
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Slika 6. Porast okoli$nih sojeva L. pneumophila u morskoj vodi na dvije razli¢ite

temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL+SD.

Iz dobivenog grafa vidljivo je da okolisni izolati legionela pokazuju sposobnost
stvaranja biofilma u morskoj vodi pri obje temperature. Vidljivo je da neki sojevi bolje
prezivljavaju na temperaturi od 30°C, kao $to je L. pneumophila Allentown ST82, soj izoliran

iz morske vode §to nije prirodno staniste legionela.
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Slika 7. Porast klinickih sojeva L. pneumophila u morskoj vodi na dvije razliite temperature.

Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL+SD.

Na prikazanom grafu moze se vidjeti prezivljavanje klinickih izolata legionela u
morskoj vodi na dvije razli¢ite temperature. Vecina bakterijskih sojeva koji su klinicki izolati

pokazuju veci afinitet prema stvaranju biofilma na temperaturi od 25°C.

4.1.2. Biofilm Legionella pneumophila u destiliranoj vodi

Sljede¢i izvor u kojem je praceno stvaranje biofilma legionela jest destilirana voda sa
inokuliranim bakterijskim sojevima. Rast je prac¢en takoder kroz 5 dana, na temperaturama od

25°C130°C.
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Slika 8. Porast okolisnih sojeva L. pneumophila u destiliranoj vodi na dvije razlicite

temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL+SD.

Iz prikazanog moze se vidjeti kako svi okoli$ni sojevi legionela stvaraju biofilm i u
destiliranoj vodi, na obje temperature. Soj bakterije Legionella pneumophila Bellingham
ST728 pokazuje neSto vecu sposobnost stvaranja biofilma na 30°C u destiliranoj vodi, u
odnosu na rast pri 25°C, dok se ostali sojevi podjednako ponasaju na obje temperature, uz

blago veci porast pri 25°C.
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Slika 9. Porast klini¢kih sojeva L. pneumophila u destiliranoj vodi na dvije razli¢ite

temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL+SD.

Klini¢ki izolati L. pneumophila pokazuju veci afinitet prema stvaranju biofilma na
temperaturi od 25°C, osim sojeva Legionella pneumophila Bellingham ST334 i ST728 koji

biofilm bolje stvaraju pri 30°C.

4.1.3. Biofilm Legionella pneumophila u jednakom omjeru morske i destilirane vode
1:1
Kako bi se istrazilo u kojem mediju i pri kojoj temperaturi legionele najbolje stvaraju
biofilm, one su inokulirane i u uzorak koji predstavlja jednak omjer destilirane i morske vode

te je pracen porast na obje temperature.
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Slika 10. Porast okoli$nih sojeva L. pneumophila u omjeru destilirane i morske vode na dvije

razliCite temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja

CFU/mL+SD.

Iz prikazanog grafa moze se vidjeti da skoro svi okolisni sojevi legionela u ovom
mediju bolje prezivljavaju 1 stvaraju biofilm pri temperaturi od 30°C nego na nizoj

temperaturi.

log,,CFU/mL
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m30°C
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Slika 11. Porast klini¢kih sojeva L. pneumophila u omjeru destilirane i morske vode na dvije
razli¢ite temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja

CFU/mL4SD.

Kao i kod okoli$nih izolata legionela, tako i ve¢ina klini¢kih izolata pokazuje bolji porast i

prezivljavanje na temperaturi od 30°C.

4.1.4. Biofilm Legionella pneumophila u vodovodnoj vodi

Medij u kojem legionele mogu stvarati biofilm jest svakako njihovo prirodno staniste, a to je
vodovodna voda. U vodovodnu vodu inokulirani su sojevi na dvije temperature te pracen

njihov porast nakon 5 dana.
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Slika 12. Porast okoli$nih sojeva L. pneumophila u vodovodnoj vodi na dvije razlicite

temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL+SD.

Na grafu vidimo porast okoliSnih sojeva nakon 5 dana na dvije temperature. Moze se is¢itati
kako svi sojevi stvaraju biofilm na obje temperature, dok se medu sojevima porast ne

razlikuje znacajno ovisno o temperaturi.
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Slika 13. Porast klinickih sojeva L. pneumophila u vodovodnoj vodi na dvije razliite

temperature. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL+SD.

Kao i u prethodnom grafu, klinic¢ki izolati takoder na obje temperature pokazuju sposobnost
stvaranja biofilma na obje temperature, no ovdje neki sojevi nesto veci afinitet prema

stvaranju biofilma pokazuju pri temperaturi od 25°C.
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4.2. Statistika obrada rezultata

Nakon §to su rezultati porasta bakterija prikazani graficki, bilo je potrebno statisticki
obraditi rezultate kako bi se prikazalo da li ima znacajnije razlike medu odredenim izvorima i
pri odredenim temperaturama. U svrhu daljnje obrade dobivenih rezultata koristen je program

Statistica uz koriStenje neparamtetrijskog Mann-Whitney U testa.

4.2.1. Usporedba izolata klinic¢kih i okolisnih ovisno o temperaturi

Tablica 2. Rezultati Mann-Whitney U test-a za okoliSne i klini¢ke izolate legionele u

destiliranoj vodi

OKOLISNI 1115,500 964,5000 334,5000 2,326430 0,019996
IZOLATI
KLINICKI 3358,500 2101,500 616,5000 4,768898 0,000002
IZOLATI

Tablica 3. Rezultati Mann-Whitney U test-a za klini¢ke izolate legionele u omjeru

destilirane i morske vode (1:1)

KLINICKI 2821,500 3506,500 1225,500 -1,99017 0,046573
IZOLATI

Prilikom izrade statistiCke analize u kojoj je pracena razlika u izolatima ovisno o

temperaturi, uvideno je kako bakterije koje su okoliSni i klini¢ki izolati rastu razli¢ito na
temperaturama od 25°C i 30°C. Statisti¢ki znacajna razlika o€ituje se u p-vrijednosti koja je

manja od 0,05. Razlika je pronadena u sluCaju kada su uzorci bakterija inokulirani u
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destiliranu vodu, dok u morskoj vodi, vodovodnoj nije pronadena statisticki znacajna razlika.
Dobiveno govori o stvaranju biofilma za klinicke izolate legionele koji su u destiliranoj vodi i
omjeru destilirane 1 vodovodne vode pokazali bolju sposobnost stvaranja biofilma na
temperaturi od 25°C, dok je kod okolisnih izolata to slu¢aj u destiliranoj vodi gdje legionele
prezivljavaju brojnije na 30°C. Dobiveni rezultati statistickom analizom podudaraju se sa
grafickim prikazom porasta bakterija u destiliranoj vodi gdje je obiljezen veéi broj bakterija
okoli$nih i klini¢kih izolata poraslih na 25°C, odnosno klini¢kih izolata legionela u omjeru

destilirane i vodovodne vode na 30°C.

4.2.2. Usporedba klinickih i okolisnih izolata ovisno o temperaturi i u odredenom
izvoru

Tablica 4. Rezultati Mann-Whitney U test-a za izolate legionele u vodovodnoj

vodi pri temperaturi kultivacije od 30°C

VODOVODNA 1280,000 2906,000 650,0000 -2,68797 0,007189
VODA, 30°C

U sljede¢em statistiCkom testu, obratila se pozornost na to postoji li razlika izmedu

izolata klini¢kih 1 okoli$nih, ali pri tocno odredenoj temperaturi rasta bakterija. Tablica
prikazuje zabiljezenu statisticki znacajnu razliku u rastu bakterija razli¢itih izolata u izvoru
vodovodne vode i pri temperaturi od 30°C, dok kod drugih nije zabiljeZena razlika medu
izolatima. ZabiljeZena statisticki znaCajna razlika govori o tome da su klinicki izolati L.
pneumohila sposobniji stvarati biofilm u vodovodnoj vodi u odnosu na okolisne izolate.
Navedeno je takoder uo€ljivo i u grafickom prikazu rasta bakterija ukoliko se usporedi prikaz

logaritamskih vrijednosti za okoliSne 1 klinicke izolate legionela u vodovodnoj vodi,
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logaritamske vrijednosti su veé¢e kod klinickih izolata §to upucuje na bolje prezivljavanje i

stvaranje biofilma u odnosu na okoli$ne izolate.

4.2.3. Usporedba razlicitih izvora

Nadalje, ve¢ spomenutim Mann-Whitney U testom medusobno su usporedeni razliciti

izvori koji su primarno selektirani na osnovi temperature i izolata.

Tablica 5. Rezultati Mann-Whitney U test-a za klinic¢ke izolate legionela pri 25°C

DESTILIRANA
VODA-
MORSKA
VODA

1:1-MORSKA 3321,000 2139,000 963,0000 2,481053 0,013100

VODA

MORSKA
VODA-
VODOVODNA
VODA

Tablica prikazuje statisticki znacajnu razliku u sposobnosti rasta klini¢kih izolata
legionela izmedu destilirane i morske vode na temperaturi od 25°C. Ona se takoder ocituje i
kod usporedbe izvora morske vode sa vodovodnom vodom kao i sa omjerom 1:1 destilirane i
morske vode. Klini¢ki izolati L. pneumophila nesto manji afinitet stvaranja biofilma imaju u

morskoj vodi u odnosu na druge izvore ovdje spomenute.
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Tablica 6. Rezultati Mann-Whitney U test-a za okoliSne izolate legionela pri 30°C

DESTILIRANA 1036,500 1448,500 406,5000 -2,41382 0,015787

VODA-1:1

1:1- 1426,500 1058,500 428,5000 2,155408 0,031131

VODOVODNA

VODA

Pri temperaturi kultivacije od 30°C okolisni izolati legionela pokazuju statisticki
znaCajnu razliku u stvaranju biofilma u uzorcima destilirane vode 1 omjera destilirane i
morske vode. Uz to razlika je i kod usporedbe uzoraka omjera destilirane i morske vode sa
vodovodnom vodom, dok u usporedbi sa morskom razlika nije statisticki znac¢ajna za okoliSne
izolate pri temperaturi od 30°C. Iz tablice je vidljivo da ¢e okoli$ni izolati legionele nesto
bolje stvarati biofilm u omjeru destilirane i vodovodne vode nego u drugim prikazanim

izvorima.
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Tablica 7. Rezultati Mann-Whitney U test-a za klinicke izolate legionela pri 30°C

DESTILIRANA
VODA-1:1

DESTILIRANA 2448,500 3656,500 963,5000 -3,27657 0,001051

VODA-
VODOVODNA

VODA

1:1-MORSKA
VODA

1:1-VODOVODNA 3646,000 2682,000 1086,000 2,801945 0,005080

VODA

MORSKA  VODA-

VODOVODNA

VODA

Najvise statisticki znacajnih rezultata pronalazimo pri medusobnom usporedivanju razliitih
izvora za klini¢ke izolate ukoliko je temperatura kultivacije bila 30°C. Ovi rezultati govore o
razli¢ito] dinamici rasta i sposobnosti stvaranja biofilma za legionele koje su klini¢ki izolati
ovisno o izvoru u kojem se nalaze. S obzirom na p-vrijednost za uoditi je da ¢e legionela vise
prezivljavati 1 stvarati biofilm u omjeru destilirane 1 morske vode kao 1 u vodovodnoj vodi,

dok je u destiliranoj vodi i morskoj vodi ta sposobnost nesto manja.
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5. RASPRAVA

Najpoznatiji predstavnik ove bakterijske porodice, Legionella pneumophila, ubikvitarna je
bakterija, acrobnog nacina zivota i sveprisutna je u vodama. Prirodno staniste njoj su prirodno
nastali vodeni sustavi, no njen javnozdravstveni znacaj raste kada se ona nastani u umjetnim
vodenim sustavima koje je stvorio ¢ovjek. Tako se ona moze pronaéi u velikim hotelskim
sustavima, klimatizacijskim sustavima, rashladnim tornjevima 1 slicnim sredinama koji joj
pruzaju uvjete idealne za rast. Legionele razvijaju toleranciju na tretmane klorom zbog cega
ih je teZe eliminirati iz sustava te je potrebno pribje¢i skupljim metodama dezinfekcije. Osim
financijske strane, prilikom nemoguénosti eliminiranja legionela povecava se rizik za
infekcije ne samo u hotelskim i drugim sustavima, ve¢ i u bolnicama koje takoder mogu biti

izvor zaraze te na taj na¢in dolazi do intrahospitalnih infekcija (30).

Bolest uzrokovanu legionelama legionarska bolest, prenosi se kapljicnim putem, odnosno
aerosolom koji sadrzi bakterijske stanice potrebne da bi u plu¢ima zarazene osobe izazvale
infekciju razmnozavaju¢i se. Osim legionarske bolesti, neSto blazi oblik jest pontijacka
groznica, no put prijenosa je isti. Nisu zabiljezeni slucajevi direktne transmisije sa Covjeka na
covjeka, ve¢ samo spomenutim aerosolom koji se stvara u rashladnim tornjevima,

klimatizacijskim sustavima, no osim toga moguca je zaraza i Cesticama prilikom obrade tla

(31).

Ono $to bakteriju €ini rezistentnijom u okoliSu jest njena sposobnost prilagodbe na
nepovoljne Zivotne uvjete koji joj omogucavaju da prezivi. Upravo neodrzavanje sustava i
neredovite kontrole 1 dezinfekcije dovest ¢e do povecanog i nekontroliranog razmnoZavanja
legionela S§to ¢e posljedicno izazvati vec¢e probleme. Problemi se javljaju ako legionele
nastane cijevi, osobito njene slijepe krajeve, i druge dijelove sustava koji su mracniji i
nepristupacni Sto ¢e joj omoguciti uvjete za razvijanje biofilma. Biofilm je bakterijska
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struktura koja se smatra najotpornijom i jednom kada on nastane tesko ga je ukloniti i

potrebno je pribjec¢i kombinaciji vise metoda da bi se uklonio.

Istrazivanje provedeno u ovom radu bavilo se utjecajem okoliSnih ¢imbenika koji
pospjesuju stvaranje biofilma legionela u morskoj vodi. Vaznost ovog istrazivanja lezi
upravo u otkrivanju uvjeta koji bakteriji pospjeSuju prezivljavanje i stvaranje biofilma.
Biofilm ¢e legioneli omogucditi prezivljavanje na nedostupnim mjestima, kao i ve¢u otpornost
na primjenjene tretmane za suzbijanje. Upravo medusobna komunikacija medu bakterijskim
bakterijska struktura osim problema za uklanjanje predstavlja 1 potencijalno vec¢i financijski
trosak, osobito za hotelske sustave 0 kojima ovisi turizam. Turizam kao takav, jedan je od
najvecih izvora prihoda za vecinu drZava, osobito onih koje se nalaze na moru i odrZavanje
njihovih sustava kao i1 nepostojanje infekcija jedni su od glavih uvjeta za uspjeSne ljetne
sezone. Osim za turizam, infekcije legionelama ne smiju postojati niti u bolnickim sustavima,
gdje mogu izazvati velike probleme osobito u imunokompromitiranih osoba medu kojima su
starije osobe 1 djeca. Epidemije legionarske bolesti danas predstavljaju sve veci
javnozdravstveni znacaj, te on postaje i1 izraZeniji ukoliko legionele zive u navedenim

otpornim bakterijskim strukturama.

Sojevi legionela koriSteni u ovom istraZivanju jest trinaest razli¢itih sojeva Legionella
pneumophila te se u Cetiri razli¢ita uzorka pratilo prezivljavanje bakterije kao i sposobnost da
one stvore biofilm. Sojevi su podijeljeni na okoli$ne i klini¢ke izolate i ukupan broj iznosio je
trinaest razli¢itih sojeva L. pneumophila, ovisno o tome kako su i gdje izolirani. Bakterije su
inokulirane u uzorke morske vode, vodovodne vode, destilirane vode i razrijedene morske
vode u omjeru 1:1. Poletni broj bakterija u uzorcima iznosio je 10° cfu/ml, priredena su
razrjedenja u mikrotitarskim plo¢icama i tako pripremljena stavljena na dvije temperature,

25°C 1 30°C. Nakon pet dana, bakterije su odljepljene sa povrSine miktotitarske plocice
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pomocu ultrazvucne kupelji te nasadene na BCYE agar i praden je porast bakterija nakon

kultivacije.

Nadalje, dobiveni grafovi prikazali su sposobnost legionela da prezive i stvore biofilm na
povrsini mikrotitarskih plo¢ica na dvije razli¢ite temperature i u razli¢itim uzorcima. Iz njih
moguce je ocitati neke razlike u porastu broja bakterija, no daljnja obrada rezultata provedena
je u statistiCkom programu Statistica kako bi se obratila pozornost na statisticki znacajnije

razlike medu sojevima i uzorcima.

U promatranju prezivljavanja legionela u odredenim uzorcima, moze se primjetiti kako se
odredeni sojevi bakterija isticu u odnosu na druge. Pa tako u uzorku morske vode vidimo
kako bakterija L. pneumophila Allentown ST82 pokazuje bolju sposobnost stvaranja biofilma
u odnosu na drugo. Navedeno bi se moglo objasniti time da je upravo taj soj izoliran iz
morske vode, Sto bi onda predstavljalo prirodniji okoli§ za taj soj koji mu omogucava sve
potrebne nutrijente za rast i razmnozavanje. Takoder u uzorku morske vode okolisni izolati
bolje stvaraju biofilm na temperaturi od 30°C, dok klinicki izolati istu sposobnost bolje
pokazuju na 25°C. Navedeno teSko mozemo objasniti budu¢i da smo ocekivali drugaciji
rezultat. Za ocekivati je bilo da klinicki izolati bolje stvaraju biofilm na viSoj temperaturi, no
u svakom slucaju svi izolati su stvorili biofilm na polistirenu u morskoj vodi, u razli¢itoj

dinamici.

Kada govorimo o uzorku destilirane vode, stvaranje biofilma je jace izraZzeno u obje
skupine izolata na 25°C, dok se medu njima isti¢e Legionella pneumophila Bellingham
ST728 okolisni izolat i L. pneumophila Bellingham ST334 i ST728 klinicki izolati ¢ija

sposobnost stvaranja biofilma je viSe izraZzena na 30°C.

U razrjedenoj morskoj vodi, omjer destilirane i morske vode 1:1 okoli$ni izolati legionela

podjednako rastu na obje temperature, dok se tu isticu ponovno L. pneumophila Allentown

47



ST82 i L. pneumophila Bellingham ST728 koji izrazenije stvaraju biofilm na 30°C. S obzirom
da se radi o izvorima gdje su navedeni sojevi ve¢ pokazali bolju sposobnost formiranja
biofilma, moze se rec¢i da morska voda i destilirana voda uz nesto viSu temperaturu predstavlja
idealniji okoli$ za navedena dva soja legionele. Klinicki izolati legionela biofilm ¢e stvarati

nesto bolje na temperaturi od 30°C.

Kada govorimo o vodovodnoj vodi, ovdje nema sojeva koji se posebno isticu ve¢ klinicki
1 okoliSni izolati stvaraju biofilm na obje temperature podjednako. Navedeno se moze
objasniti time da je legionelama prirodno staniSte voda kao takva koja sadrzi 1 njima
omogucava sve potrebne nutrijente kako bi se nesmetano razmnozavale 1 prezivljavale u

biofilmu.

Ukoliko se rezultati usporeduju statisticki moze se zakljucCiti kako okoliSni izolati
pokazuju razliku u sposobnosti stvaranja biofilma u razli¢itim izvorima na 30°C, dok na 25°C
ona nije zabiljeZzena i podjednako su stvarali biofilm. To se ponovno moZe objasniti vec¢

spomenutim okoliSnim sojevima legionela koji svoju sposobnost pokazuju na 30°C.

Kada se usporeduju rezultati statisticki za razli¢ite izvore 1 pri razliCitim temperaturama,
najvise razlika ¢emo uociti pri temperaturi kultivacije od 30°C za klini¢ke izolate legionela.
Na temperaturi od 25°C, klinicki izolati ¢e opet pokazati statisticki znacajniji rast i stvaranje
biofilma u uzorcima destilirane vode, razjedene morske vode kao i u vodovodnoj vodi §to
ukazuje na to da joj morska voda nije prirodno staniSte, osobito za klinicke izolate legionele.
Ukoliko govorimo o okolisnim izolatima pri istoj temperaturi, njihova sposobnost stvaranja
biofilma se istice u razrjedenoj morskoj vodi, statisticki znacajnije nego Sto je to u drugim

izvorima.
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Stvorena bakterijska struktura u vidu biofilma, stvara veliki izvor rizika za razvoj infekcije
u ljudi te je upravo radi toga potrebno odrzavati visoke temperature u sustavima kako bi se

njeno razmnozavanje onemogucilo pa samim time i stvaranje biofilma.
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6. ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja pokazali su da svi sojevi L. pneumophila imaju
sposobnost stvaranja biofilma u ispitivanim uvjetima no dinamika stvaranja biofilma se
razlikuje ovisno o sojevima kao i o okolisnim uvjetima. Soj Legionella pneumophila
Allentown ST82 u odnosu na druge pokazuje bolju sposobnost stvaranja biofilma u morskoj
vodi i razrijedenoj morskoj vodi. Dobiveni rezultati pokazuju da legionele imaju sposobnost
stvaranja biofilma u morskoj vodi pri odredenim uvjetima $to ukazuje na nuznost daljnjih
istrazivanja kako bi se na vrijeme poduzele mjere za sprjeCavanje problema koje ova

bakterijska struktura moze izazvati.
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