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SAZETAK

Ameba Acanthamoeba castellanii protozoa je koja pripada rodu Amoebae. Zivi slobodno u
prirodi; na tlu i u vodi. Vecina vrsta su tzv. oportunisti¢ki patogeni, medutim neke vrste ipak
mogu izazvati infekcije, posebice kod zivotinja 1 imunokomprimitiranih osoba.
Acanthamoeba vrste opasne su zbog toga $to mogu uzrokovati bolesti poput encefalitisa i
amebnog keratitisa. Vrste Acanthamoeba domacini su mnogobrojnim unutarstani¢nim
patogenima poput bakterija iz roda Legionella, Mycobacterium, Chlamydia i Francisella.
Brojna istrazivanja su pokazala da se Francisella razmnozava unutar ameba poput A.
castellanii, te se stoga ova protozoa smatra vaznom u prijenosu tularemije, posebice putem
izvorskih 1 povrSinskih voda. Evolucijskim mehanizmima mnoge vrste bakterija su razvile
sposobnosti da prezive unutar ameba. Moguénost bakterije F. novicida da prezivi i
razmnozava se unutar ameba veoma je vazna za njezin opstanak u vodenom okolisu. Cilj rada
bio je ispitati utjecaj ameba A. castellanii na broj bakterija u rije¢noj vodi Gorskog kotara —
rijeci Cabranki. U uzorke su inokulirane odredene koncentracije amebe A. castellanii te
bakterije F. novicida. U jedan od uzoraka inokulirana je samo ameba A. castellanii, u drugi
uzorak inokulirana je samo bakterija F. novicida, a u tre¢i uzorak inokulirane su istovremeno i
F. novicida i ameba A. castellanii. Broj bakterija izmedu tri razli¢ite vrste uzoraka pracen je u
periodu od 10 dana. Broj ameba A. castellanii utvrden je pomoc¢u Neubauer komorice pod
invertnim mikroskopom, a broj ostalih bakterija utvrden je metodom membranske filtracije te
metodom nasadivanja na hranjive podloge. Nakon dobivenih rezultata za svaki od pojedine
vrste uzoraka, rezultati su statisticki obradeni, a zatim medusobno usporedeni. Zakljuceno je
da A. castellanii nema utjecaj na broj ostalih prethodno prisutnin bakterija u uzorcima.
Rezultati istrazivanja pokazuju da je amebama je pogodnije kada se nalaze samostalno u
uzorku rijeke Cabranke, nego kada se nalaze zajedno s F. novicida, dok F. novicida bolje
prezivljava kada se u uzorku nalazi zajedno s amebama. Utvrdeno je 1 da bakterija najslabije
prezivljavaju u uzorku vode iz rijeke Cabranke u koji je dodana samo F. novicida. Prema
Uredbi o kakvoci voda za kupanie rijeka Cabranka nije pokazala zadovoljavajuéi kriterij zbog
prevelikog broja crijevnih enterokoka, medutim u rijeka Cabranka nije pogodan medij za rast
C. perfringens, E. coli te fekalnih koliforma. Cetvrtog dana nakon inokulacije (dan 4.) nije

zabiljezena prisutnost A. castellanii u nijednome od uzoraka.



Kljuéne rije¢i: Acanthamoeba castellanii, Francisella novicida, rijeka Cabranka, vodeni

okolis, tularemija, unutarstanicni zivot



SUMMARY

The amoeba Acanthamoeba castellanii is a protozoan belonging to the genus Amoebae. This
amoeba lives freely in nature; on land and in water. Most species are so-called opportunistic
pathogens, however, some species can still cause infections, especially in animals and
immunocompromised individuals. Acanthamoeba species are dangerous because they can
cause diseases such as encephalitis and amoebic keratitis. Acanthamoeba species host
numerous intracellular pathogens such as bacteria of the genera Legionella, Mycobacterium,
Chlamydia, and Francisella. Numerous studies have shown that Francisella reproduces
within amoebae such as A. castellanii, and therefore this protozoa is considered important in
the transmission of tularemia, especially through spring and surface waters. Through
evolutionary mechanisms, many species of bacteria have developed the ability to survive
within amoebae. The ability of F. novicida to survive and multiply within amoebae is very
important for its survival in the aquatic environment. The aim of this study was to examine
the influence of the amoeba Acanthamoeba castellanii on the number of bacteria in water
from river of Gorski kotar - the river Cabranka. Certain concentrations of amoeba A.
castellanii and bacteria F. novicida were added to the samples. To one of the samples was
inoculated only amoeba A. castellanii, to the second sample was inoculated only the
bacterium F. novicida, and to the third sample were inoculated both amoeba A. castellanii and
bacteria F. novicida. The number of bacteria between the three different types of samples was
monitored over a period of 10 days. The number of amoebae A. castellanii was determined
using a Neubauer chamber and invert microscope, and the number of other bacteria was
determined by membrane filtration and by planting on nutrient media. After the obtained
results for each of the individual types of samples, the results were statistically processed and
then compared with each other. It was concluded that the amoeba A. castellanii had no effect
on the number of other previously present bacteria in the samples. The results of the research
show that for amoebae is more suitable enviroment when they are found alone in a sample of
the river Cabranka, than when they are found together with the bacterium F. novicida, while
F. novicida survives better when is in the sample along with amoebae. It was also found that
the bacteria the least survives in a sample of water to which only F. novicida was previously
added. According to the document ,,Uredbi o kakvoci voda za kupanje“ , the river Cabranka
did not show a satisfactory criterion due to the excessive number of intestinal enterococci. the

The river Cabranka is not a suitable medium for the growth of bacteria such as C. perfringens,



E. coli and fecal coliforms. On the fourth day after inoculation (day 4), the presence of A.

castellanii was not recorded in any of the samples.

Key words: Acanthamoeba castellanii, Francisella novicida, the river Cabranka, aquatic

environment, tularemia, intracellular life
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Rod Francisella

Rod Francisella pripada porodici Francisellaceae. Rod Francisella spp. obuhvaca
vrste tularensis, novicida, hispaniensis, philomiragia te noatunensis. Nedavno su rodu
Francisella dodane nove vrste: F. guangzhouensis, F. salina, F. frigiditurris, F. piscidida, F.
opportunistica, F. uliginis i F. adeliensis (Tablica 1.). Bakterije ovog roda su zapravo gram

negativni kokobacili.

Istrazivanje roda Francisella zapocelo je davne 1912. godine kada je prvi put izolirana
F. tularensis (grad Tulara, Kalifornija, SAD). Tada je F. tularensis definirana kao uzro¢nik
Lbolesti slicnoj kugi®, koja se inaCe javlja u vjeverica (1). Najznacajniji znanstvenik u

podru¢ju istrazivanja francizele odnosno tularemije bio je Edward Francis, te je po njemu rod

i dobio ime (2).

Tablica 1. Taksonomija unutar roda Francisella

Rod Vrsta Podvrsta
noatunensis
tularensis holarctica
mediasiatica
novicida
hispaniensis
philomiragia
. noatunensis
Francisella

noatunensis

orientalis

guangzhouensis

salina

frigiditurris

piscidida

opportunistica

uliginis

adeliensis




Danasnja istrazivanja pokazuju kako je rod Francisella puno veci i rasprostranjeniji
nego $to se mislilo. Francisella je prisutna svugdje u okoliSu; vodi, zemlji, prasini i slami (3).
Za Covjeka su najznacajnije, ali i najopasnije vrste F. tularensis i F. philomiragia. Kako bi
francizela moga rasti na hranjivim podlogama potreban je dodatak raznih nutritivnih tvari
poput L-cisteina, alfa-ketoglutarata i Zeljezova pirofosfata (4). Inkubacija francizele provodi
se na 37 °C, 24-48 sati, a ponekad i duze (2-4 dana). Pozitivan porast francizela na
cokoladnom agaru uocavamo u obliku sivkastih glatkih kolonija, veli¢ine 2 do 4 mm,
pravilnog okruglog oblika. Takoder, koriste se 1 podloge koje sadrze krv, te na njima
francizela stvori usku zonu alfa hemolize (djelomi¢na hemoliza crvenih krvnih stanica).
Koriste¢i moderne metode taksonomije, znanstvenici su francizelu smjestili u tzv. gama

podskupinu proteobakterija (5).

1.1.1. Francisella tularensis subsp. tularensis

Francisella tularensis sastoji se od tri podvrste: mediastatica, holartica i tularensis
(Tablica 1.). Prije se u tu grupu svrstavala i F. novicida, medutim zbog novijih istraZivanja,
svrstana je u zasebnu vrstu (6). Dvije od tri nabrojane podvrste su vazne za zdravlje ovjeka:
F. tularensis subsp. tularensis (tip A) te F. tularensis subsp. holartica (tip B). Naime, ove
dvije podvrste (tip A i tip B) uzrok su tularemije u Covjeka. Medusobno se razlikuju po
virulenciji, geografskoj rasprostranjenosti te ishodu bolesti. Duz cijele sjeverne polutke
pojavljuje se tip B (subsp. holartica), te uzrokuje blazi oblik bolesti. Tip A (subsp. tularensis)
javlja se uglavnom na podrucju Sjeverne Amerike, te se radi o tezem obliku bolesti s visokom

stopom smrtnosti u ¢ovjeka (7).

Genotipizacija podvrsta F. tularensis provodi se raznim suvremenim molekularnim
metodama, primjerice, pulsiraju¢om gel elektroforezom. Naime, za podvrstu tularensis
odredena su tri tipa: Ala, Alb i A2. Medusobno se razlikuju prema klinickom tijeku bolesti.
Najvirulentnijom smatra se tip Alb (8). Soj F. tularensis subsp. tularensis (tip A) izoliran je

iz kozne ulceracije ¢ovjeka, 1941. godine. Nazvan je Schu S4 (9).

U danasnje se vrijeme Francisella i patogeneza tularemije sve viSe istrazuju. Nazalost,
u svijetu su sve viSe aktualne teme poput terorizma i bioloskog oruzja, te takoder postoji
mogucnost i zlouporabe francizele u te svrhe. Najopasniji faktor je taj da je potrebno samo 15

bakterija tipa A (subsp. tularensis) nakon respiratornog unosa da bi doslo do infekcije u

2



covjeka. Putevi prijenosa su razliiti poput: kapljicnim putem, oralnim putem,
ClankonoScima, te kroz kozu i konjuktivu. Zbog ovako visoke virulentnosti, F. tularensis
subsp. tularensis zahtjeva rad u tzv. BSL-3 laboratorijima — laboratoriji visokog stupnja
zastite (10).

1.1.2. Francisella tularensis subsp. holarctica

Francisella tularensis subsp. holartica (tip B) javlja se na podruc¢ju Azije i Europe.
Tip B nije virulentan kao tip A te dovodi do klinic¢ki blazih oblika tularemije, a time 1 nizih
stopa smrtnosti. Subsp. holarctica specifi¢na je po tome $§to se povezuje sa slatkovodnim
staniStima te glodavcima koji borave u vodi i uz vodu, poput dabrova (11). Zanimljiva
¢injenica je ta da ova podvrsta francizele (tip B) prezivljava u okoliSu na nacin da egzistira u
protozoama. Vektor prijenosa bakterije je komarac ili krpelj, te se tako bolest moze prenjeti s

¢ovjeka na ¢ovjeka (12).

Pocetkom 20. st. znanstvenici su iz podvrste subsp. holarctica (tip B) konstruirali tzv.
LVS — soj (engl. live vaccine strain) (13). LVS — soj ili soj zivu¢e vakcine nastao je
subkultivacijom bakterije F. tularensis subsp. holartica uzastopnom intraperitonealnom
infekcijom miSeva. Na kraju je soj izoliran iz samog tkiva miseva (14). Mehanizmom
nastanka LVS — soja smatra se slu¢ajna mutacija genoma (15). Medutim, ne postoji
certificirano cjepivo protiv tularemije. Naime, LVS — soj jo$ uvijek nije u potpunosti opisan, a
zabiljezeno je da 1 dovodi do bolesti u imunokomprimitiranih osoba. Cjepivo se pokazalo

uc¢inkovito primjerice za zastitu zdravstvenih djelatnika, koji se smatraju rizicnom skupinom

(16).

1.1.3. Francisella novicida

Kao $to je ve¢ spomenuto, Francisella novicida uvrstena je u posebnu vrstu zbog
odredenih fenotipskih razlika izolata (17). Prvi puta izolirana je 1950. godine iz slane vode u
zaljevu Ogden Bay (u ameri¢koj saveznoj drzavi Utah). U pocetku se smatralo da je bakterija
morfoloski vrlo sli¢na F. tularensis, ali kasnije se uspostavilo da je F. novicida znacajno
manje virulentna, te da fermentira saharozu. F. novicida geografski je zastupljena u Australiji
(18).



F. novicida vrlo rijetko moze uzrokovati bolest, najéesée kod imunokomprimitiranih
bolesnika (opisano nekoliko primjera u SAD-u) (19,20). Najvise zabiljeZenih slu¢ajeva zaraze

F. novicida povezano je s vodenim ekosustavima (bocata i slana voda), ledom te tlom (21).

lako F. novicida nije toliko opasna za zdravog Covjeka, opasna je za zivotinje. Naime,
moze uzrokovati bolest u vise od 200 zivotinjskih vrsta poput ovaca, zeCeva, majmuna,
vjeverica, psa, macaka i miSeva (11). Istrazivanja tularemije na laboratorijskim miSevima

veoma su prakti¢na jer u miSeva se javlja bolest vrlo sli¢na tularemiji u ¢ovjeka.

Pozitivni porast F. novicida na hranjivim podlogama vidimo u obliku prozirno bijelih
pravilno okruglih kolonija. Za ovu gram negativnu bakteriju tipiCan je unutarstanicni rast i
razmnozavanje. Treba naglasiti da je F. novicida manje zahtjevna za uzgoj na hranjivim
podlogama nego primjerice vrsta F. tularensis. Takoder, i prakti¢nija je za uzgoj. Naime, F.
novicida ¢e na tzv. CGBA agaru (engl. cysteine-glucose-blood agar) narasti ve¢ nakon 24
sata, dok ¢e primjerice F. tularensis narasti tek za 3 do 7 dana (22).

Genom F. novicida sastoji se od ¢ak 84 gena (soj U112). Ti geni zasluzni su za
stvaranje energije, prijenos i modifikaciju DNA, metabolizam ugljikohidrata te biosintezu
aminokiselina (23). Medutim, kod F. tularensis subsp. holartica LVS i F. tularensis subsp.

tularensis Schu S4, ti geni su inaktivirani (24).

Kao $to je ve¢ reCeno, F. novicida nije opasna za zdravu osobu, te je to jedan od
razloga zaSto je upravo ona odabrana kao bakterijski model za izradu ovog diplomskog rada.
F. novicida pogodna je za laboratorijska istrazivanja, te ne zahtjeva rad u posebnim BSL-3
laboratorijima (laboratoriji visokog stupnja zastite). Danas se F. novicida sve vise koristi u
eksperimentalnim istrazivanjima tularemije, posebice zbog visoke genetske slicnosti s F.

tularensis (21).

1.2. Tularemija
1.2.1. Epidemiologija tularemije s naglaskom na vodene ekosustave
Postoje razli¢iti putevi prijenosa tularemije: direktnim kontaktom sa zaraZenom

zivotinjom, putem hrane kontaminirane zivotinjskim izlu€evinama, konzumacijom vode, te

putem vektora (komarci, krpelji, muhe) (25).



Najznacajniji ¢lankono$ci koji omogucuju prezivljavanje F. tularensis na podrucju
Europe su krpelji (vrste Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus i Dermacentor reticulans).
Nadalje, Sto se tie prijenosa putem izravnog kontakta sa zivotinjama, najée$ée se radi o
kontaktu sa zeCevima tijekom lova (tipi¢no za srednju Europu). Na podrucju sjeverne Europe

infekcija se naj¢esce Siri ubodom komaraca (25).

U vodenim ckosustavima naj¢e$ée je izolirana podvrsta F. tularensis subsp.
holarctica, dok se subsp. tularensis ne povezuje s vodenim stanistima (25). S obzirom da su
vodena staniSta tipicna za komarce, tijekom razvoja u vodi, moZe do¢i do infekcije larvi
komaraca. Osim komaraca, zivotinje tipi¢ne za vodena staniSta su i dabrovi. Dabrovi su
karakteristicni za podru¢je Sjeverne Amerike 1 Skandinavije. Oni takoder imaju funkciju u

odrzavanju F. tularensis u vodenom okolisu.

Ljudi koji najcesce oboljevaju od tularemije su Sumari, lovci, poljoprivrednici, mesari,
veterinari, rekreativci, a u rizicnu skupinu spadaju i laboratorijski djelatnici (26). Do infekcije

najcesce dolazi udisanjem infektivnog aerosola.

Mnogobrojne studije pokazale su da F. tularensis u vodenim ekosustavima moze
prezivjeti i do nekoliko mjeseci. Kao $to je ve¢ spomento, smatra se da francizela prezivljava
u zajednici s protozoama. Nekoliko sluCajeva pokazalo je da je moguca zaraza putem

kontaminirane vode ili leda (25,26).

1.2.2. Tularemija u ljudi

Kao §to je ve¢ spomenuto, tularemiju u ljudi uzrokuju podvrste F. tularensis subsp.
tularensis (tip A) i subsp. holarctica (tip B). Tip B javlja se na podru¢ju cijele sjeverne
hemisfere, dok se tip A javlja samo na podru¢ju Sjeverne Amerike. Medutim, tip A mnogo je
opasniji i infektivniji, te ishod bolesti moze biti smrtonosan (7). Naime, studije su pokazale
kako je dovoljno samo 15-20 bakterije podvrste subsp. tularensis da bi doslo do infekcije.
Respiratorni put je najée$¢i put unosa ove bakterije. Vrijeme inkubacije je 3-5 dana.
Potencijalni rezervoari infekcije mogu biti razli¢iti, poput glodavaca ili lagomorfa
(dvojezupci) (Slika 1.) (27).

Sto se ti¢e klini¢ke slike, Francisella moze uzrokovati razli¢ite oblike bolesti ovisno o

mjestu ulaska bakterije u organizam. Oblici bolesti su: glandularni, ulceroglandularni,



okuloglandularni i angiozni oblik te pluéni, tifoidni i abdominalni oblik (28).
Ulceloglandularni oblik je naj¢es¢i tip tularemije, a nastaje ugriom zarazenog vektora ili
izravnim kontaktom sa zarazenom zivotinjom (29). Naime, na pocetku infekcije nastaje lezija,
koja se kasnije razvija u &ir. Cir nastaje u razdoblju od 7 dana, okruZen je zonom upale,
medutim, gotov je bezbolan. Ako se pak radi o glandularnom obliku bolesti, simptomi su
poviSena temperatura, glavobolja, opca slabost, grlobolja, dolazi do povecéanja limfnih
¢vorova, a izostaje pojava lezija (25). O okuloglandularnom obliku bolesti govorimo ako dode
do inokulacije bakterije u oko. Unutar nekoliko dana dolazi do otoka o¢nih kapaka, stvaranja
gnoja i konjuktivitisa. Nadalje, do angioznog oblika tularemije dolazi konzumacijom
kontaminirane hrane ili vode. Simptomi su povecanje limfnih ¢vorova na vratu te faringitis

(upala zdrijela, farinksa) (29).

Pluéni oblik bolesti nastaje udisanjem aerosola koji je prethodno kontaminiran
izluCevinama zaraZenih zivotinja. Najrizicnijom skupinom smatraju se poljoprivrednici u
ruralnim podru¢jima. Ovisno o infektivnoj dozi 1 virulentnosti soja, pluéna tularemija moze
biti vrlo opasna, a c¢ak 1 smrtonosna. Kod akutne infekcije, bolest Cesto ostaje
nedijagnosticirana, jer se javljaju samo op¢i simptomi (visoka temperatura, opéa slabost itd.).
Kod tezih oblika bolesti najéesée se radi o upali pluca (30). Nadalje, u gastroitestinalnom
obliku mogu se javiti blazi simptomi poput proljeva, medutim moZze doc¢i 1 do tezih simptoma
akutne bolesti popracene ulceracijama na crijevima (31). Tifoidni oblik (gripozni ili septicki
oblik) bolesti karakteriziraju op¢i simptomi, bez upale limfnih ¢vorova i1 bez primarnog
afekta. Po simptomima podsje¢a na trbusni tifus ili sepsu. Karakteristika svih oblika je
moguca pojava osipa, a najcesce se javlja kod tifoidnog oblika tularemije. Naime, osip nam
ukazuje na to da je doSlo do bakterijemije (prodora bakterije u krv). Kod tezih oblika
tifoidnog oblika javlja se upala pluca (32).
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Slika 1. Putevi prijenosa tularemije. prilagodeno prema izvoru:
https://www.svetmedicine.com/images/Infektivne/tularemija2.jpg (pristupljeno: 21.5.2021.)

1.2.3. Tularemija u Zivotinja

Klini¢ka slika tularemije u zivotinja moze biti razli¢ita ovisno o infektivnoj dozi i putu
infekcije, a najces¢e se radi o akutnoj febrilnoj bolesti. Slucajevi tularemije opisani su kod

vise od 200 vrsta Zivotinja (33).

Vecina slu¢ajeva zaraZenih Zivotinja opisana je kod psa, a utvrdeno je da se moze
zaraziti na razliite naCine poput: kupanja u kontaminiranoj vodi, bliskim kontaktom s
drugom zarazenom zivotinjom, jedenjem mesa divljeg zeca (34). Simptomi zarazenog psa su
vruc¢ica, pustule na mjestu inokulacije, limfadenopatija (pojava abnormalnosti u limfnim

¢vorovima), mukozne izluevine iz oka i nosa, te anoreksija (35,36).



Nadalje, mnogo slucajeva tularemije opisano je i kod macaka. Klini¢ka slika kod
macaka najces¢e se javlja u obliku groznice, jeziCne ulceracije, dehidracije, anoreksije,
splenomegalije (povecana slezena), hepatomegalije (povecana jetra), a ako dode do
komplikacija moze do¢i i do smrti (37). Macke mogu prenjeti infekciju na druge zivotinje i
covjeka. Specificno je i to da macka ne mora imati simptome bolesti, nego je zapravo

asimptomatski kliconosa. Laboratorijskim pretragama moze se dokazati infekcija (38).

Osim psa 1 macaka, zabiljezeni su 1 mnogobrojni drugi slu€ajevi tularemije 1 kod
drugih zivotinja poput ovaca, vjeverica, miSeva, majmuna 1 zeCeva. U ovaca su simptomi
tularemije vrlo sli¢ni simptomima zaraze kod psa (visoka temperatura, limfadenopatija,
anoreksija), a nazalost u veéini sludajeva ishod je fatalan (39,40). Sto se ti¢e tularemije u
majmuna, klini¢ka slika najces¢e se manifestira u obliku splenomegalije, nekroze slezene ili
jetre, te krvarenja sluznice crijeva, krvarenja u podrucju srca, te krvarenja plu¢a, mozdanih
ovojnica te nadbubreznih zlijezda (41). NajceS¢e se radi o tzv. vjeveriCastim vrstama

majmuna, te vrstama tamarini i talapoini (42).

1.2.4. Prevencija i lijeCenje tularemije

Prevencija tularemije moze se sazeti u nekoliko sljede¢ih smjernica: izbjegavati
prostorije gdje postoji mogucénost strujanja kontaminiranog aerosola, izbjegavati izravan
kontakt s potencijalno zarazenim zivotinjama, izbjegavati koriStenje vode 1 konzumaciju
hrane za koju se smatra da je potencijalno zagadena, pri boravku u prirodi koristiti razlicita
sredstva koja odbijaju insekte poput komaraca i krpelja, izbjegavati sjedenje na slami ili

zemlji, redovita dezinfekcija ruku, itd.

Najéesce, terapija lijeCenja tularemije je antibioticima aminoglikozidima. Tako se u
SAD-u u terapiji pluéne tularemije koristi antibiotik gentamicin (31). Nekada su se koristili i
antibiotici poput kloramfenikola, streptomicina i1 doksiciklina, medutim, ustanovljene su
mnoge nuspojave tih lijekova poput ototoksicnosti (oSteCenje sluha), nefrotoksi¢nosti
(oStecenje bubrega), premecaja razvoja zubiju u djece te negativnog ucinka na hematopoezu
(stvaranje krvnih stanica i plo¢ica) (10,43). Antibiotici skupine tetraciklina takoder su se
koristili u lijecenju tularemije, ali se uspostavilo da nakon njihove primjene ponovno dolazi
do povratka bolesti (30). Kod blazih oblika tularemije, uspjeSnim se pokazao lijek

ciprofloksacin, narocito kod djece i trudnica (44).



Sto se tie prevencije tularemije, postoji cjepivo, medutim ono jo§ uvjek nije
ovlasteno. Naime, 1950. izradeno je cjepivo live vaccine strain ili LVS soj zivuce vakcine,
koji jo$ uvijek nije u potpunosti istrazen (opisano u poglavlju Francisella tularensis subsp.
holarctica). Danas znanstvenici sve vise istrazuju podrucje prevencije i lijeCenja tularemije,
pokusava se pronacéi odgovarajuce cjepivo, a sve vise istrazivanja temelji se na proucavanju

stani¢ne imunosti (43).

1.3. Patogeneza i virulencija vrsta Francisella

1.3.1. Cinitelji patogenosti

Francisella nema klasi¢ne Cinitelje virulencije poput egzotoksina, ve¢ je virulentna
zbog sposobnosti unutarstanicnog razmnoZzavanja unutar domacina. Naime, kada se francizela
razmnoZzava unutar domacina, dolazi do poremecaja funkcioniranja cijelog organizma te do
snazne upalne reakcije. Novija istraZivanja pokazuju da je Cinitelj patogenosti nekih sojeva
kapsula, ali njena uloga joS nije potpuno razjaSnjena. Smatra se da kapsula S§titi bakterijsku
stanicu od fagocitoze, lize posredovane serumskim komplementom te prepoznavanje od
strane imunoloskog sustava domacina. Osim kapsule i unutarstani¢nog razmnozavanja, na
povrsini bakterije otkriven je 1 tzv. tip IV sustava pila. Taj sustav pila ima sposobnost
adherencije (prijanjanja) bakterije unutar stanica domacina. Osim adherencije, smatra se da
sustav pila ima i vaZznost u izlu¢ivanju bjelanCevina u citosol stanice domacina, Stvaranju
biofilma, te u prijenosu DNA. Kod ostalih gram negativnih bakterija veliku vaznost kod
upalnog odgovora imaju i lipopolisaharidi (LPS), koji su sastavni dio vanjske membrane
bakterija. Primjerice, za virulenciju bakterija vazan je endotoksin lipid A. Pretpostavlja se da

su razlike u virulenciji medu vrstama Francisella povezane s lipidom A (45).

Vaznu ulogu u virulenciji medu vrstama roda Francisella imaju i razli¢iti sekrecijski
sustavi, proteini unutarnje membrane, proteini vanjske membrane, periplazmatski proteini te
stvaranje biofilma. Najvazniji proteini koje izluCuju Schu S4 i LVS soj su katalaza —
peroksidaza protein KatG, Saperoni GroEL, GroES 1 DnaK, bakterioferitin Bfr 1 superoksid
dismutaza SodB (85).

Istazivanjima je utvrdeno da mnogi organizmi sadrze TRL skupinu receptora (engl.

Toll-Like Receptors) ¢ija je uloga da uzrokuju urodeni imunoloski odgovor kada prepoznaju
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odredene komponente Francisella. Takvi receptori nalaze se na povrsini stanica makrofaga i
dendriti¢nih stanica (46). Receptori najceS¢e prepoznaju bakterijske lipoproteine, $to u
konacnici dovodi do stimulacije protuupalnih citokina tijekom infekcije. Da bi se organizam
obranio nakon infekcije bakterijom Francisella, dolazi do mehanizma aktivacije TRL
signalnih puteva u fagocitnim stanicama (47).

F. tularensis ulazi u stanicu domacina fagocitozom, vezanjem na razliite receptore
(48,49). Francizeli faktor elongacije (EF) omogucuje adherenciju na stanice makrofaga.
Faktor elongacije djeluje zajedno s proteinom FsaP (50,51). Ukoliko je bakterija prekrivena

protutjelima, za njen ulazak u stanicu domacina bitni su Fc receptori (50).

Kada Francisella ulazi u stanicu domacina, ona je smjeStena u fagosomu, te na taj
nacin ulazi kroz membranu u stanicu domacina. Fagosom je citoplazmatski mjehuri¢ koji se
stvara oko bakterije koja se apsorbira fagocitozom. U ovaj proces fagocitoze ukljucene su i
lipidne splavi (engl. Lipid Rafts) te membranski protein kaveolin-1. Lipidne splavi su stani¢ne
opne bogate kolesterolom, te sadrze brojne receptore i signalne molekule koji im omogucuju

komunikaciju s patogenom (52).

Zakljuéno, kada sve sumiramo, u Cinitelje patogenosti francizele spadaju:
unutarstani¢ni nacin razmnozavanja, kapsula, tip IV sustav pila, lipopolisaharid (LPS),
razli¢iti sekrecijski sustavi i proteini, stvaranje biofilma te tzv. Francisella patogeni otok

(FPO), koji je opisan i objasnjen u sljede¢em poglavlju.

1.3.2. Unutarstanicni Zivot i virulencija

Kao §to je ve¢ reCeno, Francisella ulazi u stanicu domacina s ciljem da iskoristi sve
raspoloZive izvore energije iz unutarstani¢nog okruzenja. Naime, da bi francizela prezivjela
unutar stanice, mora povecati prinos hranjivih tvari ili pak razgraditi kompleksne strukture
poput bjelan¢evina, glikogena i lipida, s obzirom da je u njima pohranjen najve¢i udio

potencijalnih nutrijenata (53,54,55).

Dakle, Francisella ulazi u stanicu procesom fagocitoze (vrsta endocitoze), a nakon
ulaska u stanicu egzistira u fagosomu oko 2 sata. Zatim dolazi do tzv. bijega iz fagosoma, te
se potom bakterija razmnoZava u citosolu. Za vrijeme umnoZavanja bakterija, istovremeno

dolazi do stvaranja vakuola koje sadrze Francisellu (engl. Francisella containing vacuoles,
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FCV). Nakon toga dolazi do uniStenja stanica i stani¢ne smrti. Nakon svih prethodno opisanih

procesa, dolazi do novog ciklusa inficiranja (56-61) (Slika 2.).

Fagocitoza
Novi krug inficiranja

Bijeg iz
fagosom

Stvaranje FCV
(Francisella-containing
vacuoles, FCV)

RazmnoZavanje u
citosolu

Slika 2. Model unutarstani¢nog Zivotnog ciklusa F. tularensis prilagoden prema

makrofagima. Prilagodeno prema izvoru: Chong, A., Celli, J. The Francisella intracellular life cycle: toward
molecular mechanisms of intracellular survival and proliferation. Frontiers in Microbiol. 2010. (1) 138.

Medutim, osim u makrofazima, brojna istrazivanja pokazuju da se Francisella moze
razmnozavati 1 drugim vrstama stanica poput: plu¢nim epitelnim stanicama, hepatocitima,
stanicama artropoda, neutrofilima, te protozoama (7). Jedna od tih protozoa je i
Acanthamoeba castellanii. Dakle, vrlo ¢esto gdje je Francisella prisutna negdje u prirodnom

vodenom okoli$u, tamo su Cesto prisutne razne protozoe poput A. castellanii.

Znanstvenici stalno istrazuju slozeni unutarstani¢ni Zivot francizele, a u posljednje
vrijeme poseban je naglasak stavljen na proucavanje pojedinih gena koji imaju vaznu ulogu u
tom zivotnom ciklusu. Tako je otkriven i ve¢ spomenuti Francisella patogeni otok (FPO) ili
FPI1 (engl. Francisella pathogenicity island). Naime, FPO sadrzi 19 do 26 gena neophodnih za

unutarstani¢no razmnozavanje i sposobnost virulencije francizele. Medu tim genima otkriveni
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su i geni iglABCD i pdpABCD (62). Ova dva gena smatraju se izuzetno vaznima za
virulentnost (stupanj patogenosti) francizele. Izmedu ostalog Francisella patogeni otok (FPO
ili FPI) izlucuje 1 FPI proteine (IglC, IglE, PdpA, PdpE, Igll, IglF, 1glJ, VgrF) (63). FPI
proteini imaju vaznu ulogu u bijegu bakterije iz fagosoma, virulenciji francizele u miSevima
te razmnozavanju u stanicama sisavaca i ameba. Izmedu ostalog, kod infekcije francizelom

znatno je poviSena ekspresija primjerice IglC proteina (64,65).

Zaklju¢no, mogli bismo re¢i da se glavnim mehanizmom virulencije francizele smatra

njena sposobnost preZivljavanja i razmnoZavanja unutar stanica domacina.

1.4. Laboratorijska sigurnost i dijagnostika Francisella

Kao $to je ve¢ spomenuto u prethodnim poglavljima, F. tularensis je veoma infektivna
bakterija, a time 1 veoma opasna za rad u laboratoriju. Stoga, kada se provode istrazivanja na
ovoj vrsti francizele, provode se u ve¢ spomenutim BSL-3 laboratorijima (laboratoriji sa
stupnjem zastite III). Naime, u BSL-3 laboratorijima zaposlenici nose posebnu zaStitnu
odjecu, a omogucena je 1 primjena sofisticiranih bioloSkih kabineta. Zbog svega navedenoga
danas se u istrazivanjima Cesto koristi vrsta F. novicida, jer nije opasna za zdravog ¢ovjeka, a

ima visoku genetsku sli¢nost s vrstom F. tularensis (21).

U pogledu dijagnostike, obi¢no se analiziraju uzorci krvi, ulceroznih ogrebotina ili
sadrzaj iz limfnih ¢vorova. Za transport uzoraka pretezno se koristi podloga Cary-Blair
(25,26). U laboratorijskim uvjetima, bakterija se ve¢inom uzgaja na BCYE agaru (engl.
Buffered Charcoal Yeast Extract). U podlogu se naknadno dodaju alfa cistein i soli zeljeza, jer
francizela zahtjeva mnostvo razli¢itih hranjivih tvari. Inkubacija se provodi pri temperaturi od

37 °C, 24 do 48 sati.

Danas se tularemija obi¢no dokazuje seroloSkim metodama, a glavni razlog je otezana
1 manje jednostavna metoda kultivacije. Najc¢esSce seroloSke metode su test aglutinacije u nizu
epruveta i mikroaglutinacija. U dijagnostici tularemije sve se viSe koriste molekularne metode

poput lan¢ane reakcije polimerazom (PCR) (26).
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1.5. Proucavana ameba Acanthamoeba castellanii

1.5.1. Vrsta Acanthamoeba

U rod protozoa imena Amoebae, izmedu ostalih, pripadaju i vrste Acanthamoeba.
Veliki dio vrsta zivi slobodno u prirodi; na tlu i u vodi. Vecina vrsta su tzv. oportunisticki
patogeni (u zdravih ljudi rijetko ili gotovo nikada ne izazivaju bolest), medutim neke vrste

ipak mogu izazvati infekcije, posebice kod Zivotinja i imunokomprimitiranih osoba (66).

Tijekom zivotnog ciklusa amebe se mogu nalaziti u dva razli¢ita oblika: u obliku
trofozoita ili u obliku ciste. U laboratorijskim istrazivanjima A. castellanii se uzgaja u formi
trofozoita. Trofozoiti tvore karakteristicne pseudopodije (akantapodije, lazne nozice) te imaju
jezgru s istaknutim sredi$njim kariosomom (kromatinski materijal unutar stani¢ne jezgre).
Trofozoiti su dugi od 14 do 40 um. Kada se ameba nalazi u nepovoljnim Zivotnim uvjetima,
primjerice nedostatku hranjivih tvari, ona prelazi u oblik ciste §to joj omogucuje duze
prezivljavanje. Ciste sadrze stijenku nepravilnog oblika, koja je dvostruka 1 moze sadrzavati
pore. Promjer cista krece se od 12 do 16 um. Vrstama Acanthamoeba potreban je kisik za rast,
odnosno imaju aerobni metabolizam. Temperatura pogodna za njihov rast krec¢e se u rasponu

od 25 do 37 °C (66).

Vrste Acanthamoeba hrane se brojnim mikroorganizmima, a posebno gram
negativnim bakterijama, poput Klebsiella aerogenes, Pseudomonas fluorescens, Escherichia
coli. Zanimljiva Cinjenica je ta da E.coli potiCe rast ameba, te inace sluzi kao ko-kultivacijska

bakterija u laboratorijskim uvjetima (67).

Nadalje, Acanthamoeba vrste opasne su zbog toga $to mogu uzrokovati bolesti poput
encefalitisa i amebnog keratitisa. Od amebnog keratitisa najées¢e oboljevaju osobe koje nose
lece, s obzirom da se Acanthamoeba moze uvuci i prezivjeti u prostoru izmedu oka i lece. S
druge strane, encefalitis ili upala mozdanog parenhima nastaje kada ameba ude kroz osteceni
dio koZe u organizam, te nakon toga prodire sve do srediSnjeg Ziv€anog sustava. Encefalitis se
najéesce javlja kod osoba s oslabljenim imunitetom, slabo uhranjenih osoba, alkoholic¢ara te
kod dijabeticara (66).
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1.5.2. Podvrste Acanthamoeba

Podvrste Acanthamoeba naj¢es¢e mozemo razlikovati prema obliku cista. Dijele se u
dvije glavne skupine: one koje uzrokuju i one koje ne uzrokuju infekcije (Tablica 2.).
Podvrste koje nisu opasne, odnosno ne uzrokuju infekcije su: A. jacobsi, A. comandoni, A.
griffini i A. divionensis. One su takoder slobodnozivuée amebe u mnogobrojnim vodenim
staniStima. S druge strane, potencijalno opasne podvrste Acanthamoeba koje uzrokuju
infekcije su: A. quina, A. keratitis, A. astronyxis, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. hatchetti, A.
lugdunensis, i A. castellanii (66).

Tablica 2. Podvrste Acanthamoeba.

Podvrste Acanthamoeba

Uzrokuju infekcije Ne uzrokuju infekcije
A. quina A. jacobsi
A. keratitis A. comandoni
A. astronyxis A. griffini
A. polyphaga A. divionensis
A. culbertsoni
A. hatchetti
A. lugdunensis
A. castellanii

1.5.2.1. Acanthamoeba castellanii

Ameba Acanthamoeba castellanii prisutna je svugdje u prirodnom vodenom okolisu
(kao i vrste bakterija iz roda Francisella). Hrani se brojnim bakterijama, gljivama i ostalim
protozoama. Mehanizam djelovanja joj je sposobnost da razori staniénu membranu bakterija.

Takoder ima i sposobnost razlaganja organske tvari pomoc¢u brojnih enzima poput celulaze ili
hitinaze (67).

Ova ameba Cesto se koristi u laboratorijskom radu kod proucavanja unutarstanicnog

zivota bakterija (Slika 3.). Takoder, koristi se i u istrazivanjima vezanim uz biokemiju,
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ekologiju, mikrobiologiju te molekularnu biologiju. U laboratorijskom radu se za A.
castellanii cesto koristi kataloski broj: ,,ATCC 30234 (67).

CCAP 1501/1B - Acanthamoeba: castellanii

Slika 3. Acanthamoeba castellanii pod mikroskopom. Izvor:
https://www.ccap.ac.uk/catalogue/image/cache/catalog/strainimages/image_4083_7544-800x600.png (pristupljeno:
21.5.2021.)

Kao §to je ve¢ spomenutno, amebe pretezito zive u vodenom okolisu, te su kao dio
biofilmova povezane kompleksnim interakcijama s bakterijama. Vrste Acanthamoeba
domacini su mnogobrojnim unutarstani¢nim patogenima poput bakterija iz roda Legionella,
Mycobacterium, Chlamydia i Francisella. Mnogobrojna danasnja istrazivanja pokazalu su da

je u mediju koji sadrzi amebe izrazeniji rast bakterija iz roda Francisella (68).

1.5.2.2. Unutarstanicni zivot Francisella unutar ameba

Naime, brojna istrazivanja su pokazala da se Francisella razmnozava unutar ameba

poput Hartmannella vermiformis, Acanthamoeba castellanii te Dictyostelium discoideum.
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Smatra se da su navedene protozoe veoma vazne U prijenosu tularemije, posebice putem

izvorskih i povrSinskih voda (69).

Jednom od najvirulentnijih vrsta Francisella smatra se F. tularensis (vise o tome
opisano je u poglavlju ,Rod Francisella®). Mehanizmi ulaska F. tularensis u amebu nisu
poznati. Sto se ti¢e vrste Francisella novicida, za nju je zanimljivo to da joj se Zivotni ciklus
razlikuje u stanicama makrofaga u usporedbi sa zivotnim ciklusom unutar ameba. Naime, u
makrofagima bakterija nakon ulaska u stanicu bjezi iz fagosoma te se razmnozava u citosolu
inficiranog domacina. S druge strane, unutar ameba (A. castellanii i H. vermiformis) F.
novicida razmnozava se u vakuolama, ali pod uvijetom da pH nije u kiselom podrucju,
odnosno da vakuola nije zakiseljena. Kada se nakon nekog vremena bakterija namnozi u
amebi (najces¢e nakon 24 sata), uzrokuje njezinu lizu i oslobadanje bakterija koje inficiraju
susjedne stanice (Slika 4.). U samom uzorku vode to moze biti vidljivo golim okom kao

zamucéenje (69).

F twlarensis

Nije zakiseljeno \
Infekcijasusjednih stanica

Slika 4. Unutarstani¢ni Zivot Francisella tularensis unutar stanica ameba. Mehanizmi
ulaska F. tularensis u amebu nisu poznati. Zivotni ciklus
F. tularensis razlikuje se unutar stanica ameba u usporedbi sa Zivotnim ciklusom u Stanicama
makrofaga. U makrofagima bakterija bjezi iz fagosoma. S druge strane, unutar ameba (A.
castellanii i H. vermiformis) Francisella se razmnozava unutar vakuole, ali pod uvijetom da

vakuola nije zakise Ijena. Prilagodeno prema izvoru: Ozani¢ M, Mareci¢ V, Gobin I, Santi¢ M: Intracellular life of
Francisella and Legionella within amoeba cells. Prilagodeno na hrvatski jezik.

Dosadasnja in vitro ispitivanja su pokazala kako F. tularensis; F. tularensis subsp.
tularensis i F. tularensis subsp. holartica prezivljavaju i razmnozavaju se unutar ameba H.

vermiformis i A. castellanii. Takoder, dokazano je da se F. novicida vise razmnozava unutar
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H. vermiformis. S druge strane, pokazano je da F. tularensis subsp. holartica dugotrajnije
prezivljava u cistama A. castellanii (70,71,72,73).

Mogucnost bakterije F. novicida da prezivi i razmnozava se unutar ameba veoma je
vazna za njezin opstanak u vodenom okolisu. Opcenito, amebe bakterije vide kao izvor hrane,
ali evolucijskim mehanizmima mnoge vrste bakterija su razvile sposobnosti da prezive unutar

ameba, pa tako i vrsta Francisella (70,71,72,73).

1.6. Proucavana voda iz rijeka

Kratko 1 saZeto reCeno, u ovome diplomskom radu proucavan je utjecaj ameba

Acanthamoeba castellanii na broj bakterije u rijeénoj vodi Gorskog kotara — rijeci Cabranki.

1.6.1. Rijeka Cabranka

Jedan od pritoka rijeke Kupe je rijeka Cabranka. Cabranka izvire u dva mlaza. Prvi
mlaz nalazi se u jezercu Zelenoj koti, i prima potok SuSicu iz Slovenije, a drugi je smjesten u
dubokoj uzoj maloj dolini pod Obrhom iznad Cabra. Bag u gradu Cabru u Cabranku uvire tzv.
Pakleni jarak ili potok Tri¢anka, a kod naselja PleSce uvire potok Mandli. Rijeka je duga oko

13 km. Pocinje na pocetku Cabra, a zavriava kod sela Hrvatsko i Osilnica (uiée u Kupu) (74).

Dolina rijeke Cabranke okruZena je bujnom vegetacijom livada, pa$njaka i Suma, §to
je veoma privlaéno za rekreativce, domace stanovnis$tvo i turiste, a posebno za sportskog
ribolovca (Slika 5.). U donjem toku rijeke mogu se pronaci brojne vrste rije¢nih riba poput

klena, pesa i lipljana, a u gornjem toku prevladava potocna pastrva (74).

Opéenito, Cabranka &ini prirodnu granicu izmedu Slovenije i Hrvatske. Sam izvor (sa
Hrvatske strane) udaljen je oko 20-ak minuta hoda od samog centra Cabra. Od objekata

izgradenih na rijeci Cabranki mogu se naci uzgajaliste pastrva te mala hidroelektrana (75).
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Slika 5. Sportski ribolov na rijeci Cabranki. izvor: http:/ribolov-koprivnica.com/wp-
content/uploads/2018/05/HM2_6137-1024x678.jpg (pristupljeno: 20.5.2021.)

Rt

1.6.1.1. Rijeka Cabranka i javna vodoopskrba na podruéju grada Cabra

Cabranka je Cabranima veoma bitna i u svrhu javne vodoopskrbe. Za vodoopskrbu se
koristi lijevo izvoriste Cabranke (gornji tok rijeke). Iz tog se razloga voda ru¢no klorira.
Medutim, voda je vrlo &esto bakterioloki neispravana, posebno nakon veéih oborina. Cesto
dolazi do fekalnog zagadenja, a jedan od razloga tog zagadenja su naselja bez izgradene

kanalizacije (u podru¢jima izravnog utjecaja na podzemne vode) (76).

Naime, na podruju cijelog grada Cabra (od pocetka 2020. do svibnja 2021. godine)
rezultati ispitivanja zdravstvene ispravnosti vode bili su sljede¢i: od ukupno 21 ispitivanih
uzoraka, 12 (57%) je bilo identificirano kao neispravno. Uzrok mikrobioloske neispravnosti
bili su: ukupne koliformne bakterije, E. coli, enterokoki, ukupan broj bakterija na 22 °C i 36

°C; a uzrok kemijske neispravnosti bio je pH te slobodni rezidualni klor (77).

Ukupni broj stanovnika priklju¢enih na vodoopskrbni sustav grada Cabra iznosi 3811
(oko 80% stanovniitva), a obuhvaéa mjesta: Cabar, Gerovo, Triée, Prezid, Zamost, Pleice,

Mandli i Donji Zagari. Osim samog centralnog vodoopskrbnog sustava (CVS) izvor
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Cabranke, u vodoopskrbu su ukljuéeni i izori Podstene, izvor Mandli i izvor Zagari.

Komunalno poduzeée koje djeluje na podruéju grada Cabra zove se ,,Cabranka“ Cabar (78).

Grad Cabar ima velikih problema sa kvalitetom vode za piée. Uzroci Ceste
neispravnosti vode su: cijeli sustav je zastario, primjerice ulazni procis¢iva¢ — javljaju se
problemi svaki put kada padne veéa koli¢ina kiSe (zamucenje vode, bakterioloski neispravna
voda); razni nedostaci u sanitarno-tehnickom odrzavanju (direktno ispustanje neprocis¢enih
fekalnih otpadnih voda naselja i ,,crne jame* glavni su izvor zagadenja podzemnih voda).
Najveci problem je diskontinuirana dezinfekcija. U planu je u buducnosti iskoristiti sva
moguéa sredstva EU za projekte grada Cabra, a jedan od prioritetnih projekata je rjesavanje
problema sa vodoopskrbom. Prioriteti su osigurati vodoopskrbu dovoljnom koli¢inom vode iz
sigurnih izvora, osigurati u¢inkovitu dezinfekciju pitke vode u sustavu cijele vodoopskrbne

mreze te izgradnja sustava odvodnje otpadnih voda (77,79).
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2. CILJ RADA

Glavni cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj ameba Acanthamoeba
castellanii na broj bakterija u rije¢noj vodi na primjeru rijeke Cabranke u periodu od 10 dana.
Takoder, cilj je bio i ispitati kako ¢e bakterija Francisella novicida utjecati na broj bakterija u
rije¢noj vodi, te medusobni utjecaj francizela i ameba kada se istovremeno nalaze u uzorku
vode. Cilj je bio i ispitati mikrobiologiju rijeke Cabranke bez ikakvog dodatka (ili ameba i/ili
francizela) te napraviti usporedbu broja bakterija izmedu tri razli¢ite vrste uzoraka (uzorak u
koji je dodana ameba, uzorak u koji je dodana francizela, te uzorak u koji je dodana

istovremeno i ameba i francizela).

Dakle, ovim radom Zeljelo se uvidjeti da li ¢e se Francisella razmnozavati unutar
amebe A. castellanii, ili ¢e ameba te iskoristiti kao izvor vlastitih hranjivih tvari, ili pak u

uzorcima nece biti zabiljeZena prisutnost ameba tijekom prac¢enog vremena.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzgoj ameba Acanthamoeba castellanii

U eksperimentalnom radu koristena je stani¢na kultura ameba A. castellanii. Stanice
ameba A. castellanii ¢uvaju se zamrznute na -70 °C. Prije same uporabe potrebno ih je
odmrznuti na 37 °C u vodenoj kupelji. Medutim, kako bi se omogucilo razmnozavanje i rast
ameba A. castellanii, potrebno ih je inokulirati u PYG (engl. Peptone Yeast Glucose) medij.
Naime, u tom mediju osigurani su povoljni uvjeti koji omoguéuju prijelaz ameba iz cisticnog
u trofozoitni oblik. PYG medij mora se mijenjati svaka tri dana jer tako omogucujemo
amebama da stalno imaju dovoljno hranjivih tvari za razmnoZavanje i rast. Amebe se uzgajaju
na 25 °C. Posudice u kojima se uzgajaju stani¢ne kulture ameba A. castellanii nazivaju se
flaskovi. U njima se cijelo vrijeme nalazi hranjivi PYG medij. Flaskovi odnosno posudice
drZe se u paralelnom polozaju, polegnuti su na vecu povrSinu jer amebe adheriraju na dno te
ih je tada lakSe odvojiti. Amebe se odvajaju od dna posude za uzgoj stani¢nih kultura
strugalicom. U jednoj posudi imamo 30 ml hranjivog medija. Upravo zato §to su stani¢ne
kulture adherirane na dno te ih zbog debljine posude ne bismo mogli vidjeti normalnim
mikroskopom, za njihov pregled koristi se invertni mikroskop. U invertnom mikroskopu

objektivi su smjesteni ispod, a objekt prouc¢avanja iznad objektiva (Slika 6.).

Kako vrijeme prolazi, tako amebe troSe hranjivi medij i razmnoZavaju se, te se zbog
toga hranjivi medij mora stalno mijenjati. Medutim, nije dobro da nam se amebe previse
namnoze jer ako ih ima previSe, one ¢e vrlo brzo potroSiti sav hranjivi PYG medij. S druge
strane, ako amebe nemaju dovoljno hranjivih tvari one ¢e najprije prije¢i u oblik ciste te nece
adherirati na dno posude (zato $to samo trofozoiti mogu adherirati). Bitno je naglasiti da se

cijeli postupak radi u posebnoj komori kako bi se odrzala sterilnost.
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Slika 6. Invertni mikroskop. 1zvor:
https://www.google.com/search?g=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXly5bwAhVBK6QKHTH_A94Q2-
cCegQIABAA&og=Invertni+mikroskop&gs lcp=CgNpbWcQAzICCAA6BQIAELEDOQgIABCxAXCDAToECAAQHjoECAA
QGDoGCAAQChAYUIXEE1]-
3xNgyeMTaABWAHgAgAHBA0gB8RYSAQcwL jguNy4zmAEACAEBgQEL Z3dzL XdpeilpbWFAAQE&sclient=img&ei=4-
eDYOGQF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rlz=1C1AVNG hrHR708HR708&safe=active (pristupljeno:
24.4.2021.)

3.1.1. PYG medij

Za pripremu 1 L PYG medija odnosno engl. ATCC Medium:712 PYG potrebno je: 20

g proteoznog peptona, 1 g ektrakta kvasca, 20 g agara te 900 ml deionizirane vode.

Da bi se izbjegla precipitacija (stvaranje taloga) pripremaju se zasebno mati¢ne ili
stock otopine (engl. stock solutions) te se dodaju u bazalni medij (engl. basal medium). Za
pripremu stock otopina potrebno nam je: 8 ml 0.05 M CaCl, 10 ml 0.4 M MgSO4 x 7H20, 10
ml 0.25 M Na;HPO4 x 7H20, 10 ml 0.25 M KH2POg4, 1 g Na Citrat x 2H20 i 10 ml 0.005 M
Fe(NHa4)2(S04)2 X 6H20. Autoklav mora biti podesen na 121 °C, a pH treba iznositi 6.5.

3.2. Postupak brojenja ameba pomoc¢u Neubauer komorice

Neubauer komorica ¢uva se u otopini vodikova peroksida. Na Neubauer komoricu
stavlja se pokrovno stakalce, te se zatim pipetom otpipetira 10 pl medija u komoricu koji ulazi
ispod stakalca kapilarnim silama. Medij je zapravo PYG medij koji sadrzi amebe koje smo

prethodno odstrugali s dna flaska jer su amebe bile adherirane na toj povrsini.
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Zatim te amebe promatramo u Neubauer komorici pod mikroskopom. Radi lakseg
brojenja ameba, pod mikroskopom vidimo kako je komorica podijeljena na 4 kvadranta, a
svaki od ta 4 kvadranta sastoji se od 16 kvadrati¢a. Dakle, jedan kvadrant ima dimenzije 4 x 4
kvadratica (Slika 7.).

Nakon $to smo uoc¢ili amebe pod mikroskopom, slijedi postupak brojenja. Naprije
prebrojimo koliko ameba ima zasebno u prvome kvadrantu, a zatim prebrojimo koliko ih ima
i u ostalim kvadrantima. Zatim sve zbrojima i podijelimo s 4 kako bismo dobili srednju
vrijednost. Primjerice, dobili smo srednju vrijednost 200. Zatim se taj broj mnozi sa faktorom
komorice koji, u ovome slu¢aju, iznosi 10* (svaka vrsta komorice po uputama proizvodaca
ima svoj faktor komorice). Dakle, broj 200 pomnoZimo s 10* te dobijemo 200 x 10* odnosno
2 x 105 ameba.

——-—eoe

Slika 7. Neubauer komorica. Izvor: https:/encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcSEuVzp f9oCIVvsY09dKQwWAOXhvcbbeVzG3A&usgp=CAU (pristupljeno:
24.4.2021.)
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3.3. BakterijskKi soj

Bakterijski soj koji je koristen u ovom eksperimentalnom radu je Francisella novicida
U112. F. novicida U112 drzi se pohranjena u zamrzivacu pri temperaturi od -80 °C. Prije
samog pocetka eksperimentalnog rada, bakteriju smo morali dva do tri dana prije nasaditi na
BCYE agar (engl. Buffered Charcoal Yeast Extract Agar). BCYE agar je kruta hranjiva
podloga s aktivnim ugljenom i kvaséevim ekstraktom. Nakon nasadivanja na podloge

bakterija se mora inkubirati 24 do 48 sati pri 37 °C, uz 5 % CO..

3.4. Hranjive podloge

U ovome poglavlju biti ¢e poblize opisane sve hranjive podloge koje su koriStene u
eksperimentalnom dijelu diplomskog rada, a to su: kvas¢ev agar, SB i KEA (Kanamicin
eskulin azid agar) agar, Les endo agar, TSN (Tripton sulfid neomicin) agar, TTC agar, m-FC

agar, te BCYE agar.

Agar s kvaSCevim eckstraktom koriSten je za odredivanje ukupnog broja
mikroorganizama na 22 °C i 37 °C. Za ukupan broj bakterija otpipetiramo po 1 ml uzorka i
nacijepimo na dvije plo¢e agara s kvas¢evim ekstraktom. Jednu plo¢u inkubiramo na 22 +/- 2
°C tijekom 68 +/- 4 sata, a drugu plo¢u inkubiramo na 36 +/- 2 °C tijekom 44 +/- 4 sata.

Rezultat izrazavamo kao broj bakterija u 1 ml.

Slanetz-bartley ili SB agar je selektivna hranjiva podloga koja se Kkoristi za
dokazivanje enterokoka. Sastojci SB agara su 2,3,5-trifeniltetrazolium klorid i natrij azid.
Svrha 2,3,5-trifeniltetrazolium klorida je da se reducira u crveno obojeni formazan u
prisutnosti enterokoka. S druge strane, natrij azid inhibira rast gram negativnih bakterija.

Inkubacija se provodi na 37 °C.

U slu€aju da na SB agaru nakon inkubacije narastu crveno obojene kolonije, tada se
provodi potvrdni test na KEA agaru. Membrana sa SB agara premjesti se na KEA agar. Zatim
slijedi inkubacija na 44 °C u periodu od 2 sata. U tom periodu inkubacije enterokoki
hidroliziraju eskulin te se krajnji produkt inkubacije (6,7-dihidroksikumarin) veZe s ionima
zeljeza (zZeljezo (III) ioni). Kao produkt toga nastaje tamno obojeni kompleks odnosno tamne

(crne) kolonije na KEA agaru.
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Za dokazivanje ukupnih koliforma sluzi nam Les endo agar. Les endo agar sadrzi
peptone kao izvor ugljika, dusika, vitamina i minerala. Podloga sadrzi ekstrakt kvasca (izvor
vitamina B-kompleksa) koji stimulira rast bakterija. Podloga od ugljikohidrata sadrzi laktozu.
Fosfati su puferi. Osmotsku ravnotezu medija odrzava natrij-klorid. Inhibitori su natrij-
dezoksikolat i natrij lauril sulfat. Fuksin je pH indikator. U agar se dodaje natrij sulfit zbog
dekolorizacije otopine fuksina. Laktoza fermentiraju¢e bakterije proizvode acetaldehid.
Crvenkasto obojene kolonije nastaju kada acetaldehid reagira s natrij-sulfitom i fuksinom.
Kako bakterije proizvode acetaldehid, tako dolazi do razvoja metalnog sjaja. Bezbojne
kolonije nastaju rastom laktoza nefermentirajucih bakterija. Aldehid veoma brzo fermentira

laktozu. Inkubacija se provodi na 37 °C.

TSN agar (ili TSC agar) je selektivna hranjiva podloga koja se koristi za dokazivanje
Clostridium perfringens. Inkubacija se provodi u anaerobnim uvjetima odnosno stavljanjem u
Gas-Pack sustav. Ovaj agar sadrzi ekstrakt kvasca, pepton i triptozu. Ti sastojci osiguravaju
nuzne nutrijente za rast bakterija (dusik, aminokiseline, vitamine i minerale). Pri proizvodnji
H>S dolazi do reakcije redukcije sulfita u sulfid. Tada, uz prisutnost zZeljezo-amonij-citrata,

dolazi do formiranja crnih kolonija. Inkubacija se provodi na 37 °C.

TTC agar je selektivna hranjiva podloga koja se koristi za dokazivanje bakterije
Escherichia coli. Ova hranjiva podloga sadrzi natrij-heptadecil sulfat (Tergitol-7). Natrij-
heptadecil sulfat inhibira rast gram pozitivnih bakterija. Ovaj agar je osjetljiv dehidrogenaza
indikator. Mehanizam djelovanje je u tome $to E. coli i koliformne bakterije slabo reduciraju
TTC. Zuto-narandaste kolonije oznalavaju pozitivan porast na TTC agaru. Inkubacija se

provodi na 37 °C.

Agar m-FC je selektivna hranjiva podloga koja se koristi za dokazivanje fekalnih
koliforma. Ovaj agar sadrzi pepton i ekstrakt kvasca koji su glavni izvor nutrijenata za rast
bakterija. Zuéne soli inhibiraju rast gram pozitivnih bakterija (§to i je cilj). Inkubacija se
provodi na 44 °C jer pri toj temperaturi fekalni koliformi mogu fermentirati laktozu. Pri
fermentaciji dolazi do pojave plavo obojenih kolonija, §to oznacuje pozitivni porast. Druge

vrste bakterija formiraju sive kolonije (80).

BCYE agar je selektivna hranjiva podloga koja se koristi za dokazivanje bakterija iz
roda Francisella, a konkretho u ovome diplomskom radu za dokazivanje Francisella
novicida. Akronim BCYE dolazi od engleskih rijeci Buffered Charcoal Yeast Extract Agar.

Dakle, agar sadrzi aktivni ugljen i puferirani kvascev ekstrakt. S obzirom da je francizela
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zahtjevna za uzgoj, u ovaj agar dodaju se sastojci: treonin, serin, L-cistein, Zeljezov pirofosfat
i a-ketoglutarat. Francizela kao izvor ugljika i energije upotrebljava aminokiseline treonin,
serin i L-cistein. Uloga alfa-ketoglutarata je da pospjeSuje rast bakterije. Aktivni ugljen i
ekstrakt kvasca sprjeCavaju oksidaciju L-cisteina. Takoder, djeluju i detoksitativno i
apsorpcijski na produkte razgradnje masnih kiselina. Sastav 1 L BCYE agara je slijede¢i:
1000 ml destilirane vode, 25 g agara s kvas¢evim ekstraktom i aktivnim ugljenom, 10 g
ACES pufera 0.4 g L-cistein-HCI, 1 g a-ketoglutarata, 0.25 g Fe-pirofosfata, te 0.4 g L-
cisteina. Pozitivan porast na BCYE agaru vidimo u obliku bijelo-prozirnih pravilno okruglih

kolonija.

3.5. Ispitivana voda

Gorski kotar poznat je po vrlo lijepim krajolicima, raznoliko$¢u biljnih i zivotinjskih
vrsta te bogatstvom potoka, jezera i rijeka. Rijeke i potoci obiluju mnogobrojnim vrstama riba
poput klena, potocne pastrve, poto¢ne mrene, lipljana, mladice, pesa, kalifornijske pastrve itd.
Rijeke Gorskog kotara veoma su vazne i znaCajne za opstanak i razvoj tog kraja. Prvenstveno,
neke rijeke se koriste za javnu vodoopskrbu - poput rijeke Cabranke, koja se koristi za
vodoopskrbu mnogobrojnih naselja na podruéju grada Cabra (detaljnije opisano u poglavlju
Rijeka Cabranka). Osim za vodoopskrbu, rijeke su i sastavni dio prirodnih znamenitosti te se

koriste i kao dio sportsko-ribolovnog turizma (aktivni odmor, relaksacija i sl.) (74).

Dakle, u ovome diplomskom radu proucavan je utjecaj ameba na broj bakterija u rijecnoj
vodi na uzorku rijeke Cabranke koja se nalazi na podruéju Gorskog kotara, odnosno na

podruéju opéine Cabar.
3.6. Uzimanje uzoraka

Uzorak vode iz rijeke Cabranke prikupljen je na podruju donjeg toka te rijeke, stoga
je ta rijeka promatrana i proucavana kao rekreacijska voda, odnosno kao voda za kupanje jer

se u ljetnim mjesecima lokalno stanovnistvo Gesto zna kupati na tom dijelu rijeke Cabranke.

Uzorkovanje rijeke Cabranke provelo se na temelju medunarodne norme za uzorkovanje (EN)
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ISO 5667. Pravilno uzorkovanje veoma nam je bitno kako bismo dobili reprezentativni

uzorak, odnosno onaj uzorak koji po svojim osnovnim karakteristikama nalikuje na cjelinu.

Uzorci rijeke Cabranke uzeti su u &iste staklene boce, prethodno isprane najmanije tri
do Getiri puta samim uzorkom rijeke Cabranke u trenutku uzorkovanja. S obzirom da smo u
laboratorijskom radu nakon inokulacije ameba A. castellanii i bakterije F. novidica imali tri
razli¢ite vrste uzorka (opisano u poglavlju Materijali i metode; Vrste uzorka), uzorkovano je u
tri boce po 2 | uzorka, te jo§ dvije dodatne litre u slucaju potrebe. Uzorci su ¢uvani u
hladnjaku u tamnoj prostoriji na temperaturi izmedu 4 i 10 °C. S analizom uzoraka i

eksperimentalnim radom zapocelo se 24 h nakon uzorkovanja (80).

3.7. Vrste uzoraka

Radi lak$eg snalaZenja i preglednijeg prikaza rezultata, uzorak rijeke Cabranke

podijeljen je na tri razli¢ite vrste uzoraka: Uzorak 1., Uzorak 2. te Uzorak 3..

Uzorak 1. nazvali smo uzorak u koji su u 2 | vode iz rijeke Cabranke dodane samo
amebe A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (dodano 0. dana, ali nakon pregleda

mikrobiologije rijeke Cabranke — da vidimo stanje rijeke bez ikakve inokulacije).

Uzorak 2. nazvali smo uzorak u koji je u 2 | vode iz rijeke Cabranke dodana samo
bakterija F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/mI (dodano 0. dana, ali nakon pregleda

mikrobiologije rijeke Cabranke — da vidimo stanje rijeke bez ikakve inokulacije).

Uzorak 3. nazvali smo uzorak u koji su u 2 | vode iz rijeke Cabranke dodane
istovremeno i amebe A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml i bakterija F. novicida
takoder u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (dodano 0. dana, ali nakon pregleda

mikrobiologije rijeke Cabranke — da vidimo stanje rijeke bez ikakve inokulacije).

3.8. Metoda membranske filtracije

Metodom membranske filtracije odreduje se broj bakterija i njihova prisutnost u 100
ml uzorka vode. Stoga je ova metoda i kvantitativna i kvalitativna. Uzorci voda ¢uvani su u

hladnjaku na oko 4 °C. Analiza je zapocela unutar 24 sata od uzorkovanja.
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Uredaj koji se koristi u postupku membranske filtracije naziva se Sartorius ureda;.
Sam postupak membranske filtracije sastoji se od nekoliko koraka (Slika 8.). Prvi korak je taj
da se dezinficira i oCisti radna povrSina odredenim komercijalnim dezinficijensom koji je
predviden za to. Zatim poslozimo sav potreban pribor na svoje mjesto; hranjive podloge u
jedan red; pakete sa membranskim filterima u podrucje rukohvata; pripremimo pincetu i
staklenu ¢asu napunjenu alkoholom za dezinfekciju. Bunsenov plamenik smjestimo pokraj
visestrukog sustava za filtraciju i upalimo ga (Slika 9a). Zatim uklonimo sva tri lijevaka sa
manifolda (cjevovoda), otpustiv§i klampu (Slika 9b). Lijevaci su izradeni od nehrdajuceg
Celika. Kao dodatna dezinfekcija, potrebno je plamenom prije¢i preko drzaca filtera i
metalnog frita (Slika 9¢). Ruckice su u tome procesu cijelo vrijeme u otvorenoj poziciji.
Nakon toga ruckice se stave u zatvorenu poziciju, a prije toga se plamenom prijede preko
donjeg dijela lijevka (Slika 9d). Lijevci se postave na drza¢ filtera. Zatim se plamenom
prijede cijelim unutrasnjim dijelom lijevka (Slika 9e). Na kraju se plamenom prijede i preko
poklopca lijevka (Slika 9f). Poklopac se zatim stavlja na lijevak. Drza¢ filtera je sada bio

sterilan. Postupak se ponovio i kod ostalih drzaca filtera.

Zatim slijedi postupak stavljanja membranskog filtera. Sterilizirana pinceta kratko se
povla¢i kroz plamen i njome se uzima sterilni membranski filter. Podize se lijevak s
poklopcem, te se membranski filter pazljivo postavlja u sredisSte frita. Lijevak se zatim vraca

na drzac filtera 1 pri¢vr$¢uje klampom. Postupak se ponovio i kod ostalih drzaca filtera.

Zatim se uzorak rijeke Cabranke ulio u svaki od tri lijevaka (po 100 ml). Nakon
ulijevanja uzorka, ruckice su stavljene u otvorenu poziciju i upaljena je vakuum pumpa. Zatim
se uzorak filtrirao nekoliko sekundi. Nakon §to se sve profiltriralo, ugasena je vakuum pumpa

te su ruckice stavljene u zatvoreni polozaj.

Nakon toga membranski filteri se pazljivo uklanjaju sterilnom pincetom s drzaca
filtera te se stavljaju na hranjivu podlogu. Filter se stavlja na hranjivu podlogu s mrezicom

prema gore. Postupak se ponovio i kod ostalih drzaca filtera (80).
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Slika 8. Satorius uredaj za membransku filtraciju. Slika prikazuje trostruki sustav za
filtraciju s 500 ml lijevcima (lijevo), sa 100 ml lijevcima (sredina) i sa 40 ml lijevcima
(desno). Izvor: Santié M., Gobin I, Ozani¢ M., Mareci¢ V., MIKROBIOLOGIJA HRANE | VODE za studente

preddiplomskog studija sanitarnog inzenjerstva.
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Slika 9. Priprema uredaja za rad. zvor: Santié M., Gobin I, Ozani¢ M., Marecié V., MIKROBIOLOGIJA
HRANE I VODE za studente preddiplomskog studija sanitarnog inzenjerstva, Rijeka, Medicinski fakultet sveucilista u Rijeci,
Zavod za mikrobiologiju i parazitologiju, 2014.
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Medutim, zbog toga §to smo ocekivali da ¢e se bakterije u uzorku namnoziti te su u
pojedine uzorke dodane i amebe, membranska filtracija provedena je samo 0. dana. Broj
bakterija je nakon 2, 4, 8 i 10 dana odreden nasadivanjem na hranjive podloge, a broj ameba

brojenjem koriste¢i mikroskop.

3.9. Metoda nasadivanja na hranjive podloge

Dakle, kao §to je ve¢ spomenuto, voda je direktno nasadivana na hranjive podloge. S
obzirom na veliki porast broj bakterija, na Les endo i BCYE agar nasadivano je po 10 pl
uzoraka. Za ukupni broj bakterija na 22 i 37 °C uzimano je po 1 ml uzorka. Za sve ostale

hranjive podloge nasadivano je po 100 ul uzoraka.

U konac¢nici su rezultati izraZzeni kao CFU u 100 ml za: enterokoke, ukupne koliforme,
C. perfringens, E. coli te fekalne koliforme. Drugi dio rezultata izrazen je kao CFU u 1 ml za:
ukupni broj bakterija na 22°C, ukupni broj bakterija na 37°C, prisutnost ameba A. castellanii,

te porast bakterija F. novicida. Na kraju su svi rezultati grafi¢ki prikazani kao log od baze 10.

3.10. Inokulacija Francisella novicida

U tzv. Uzorak 2. i Uzorak 3. (opisano u poglavlju Vrste uzoraka) inokulirana je
bakterija F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/mI (dodano 0. dana, ali nakon pregleda

mikrobiologije rijeke Cabranke — da vidimo stanje rijeke bez ikakve inokulacije).

Volumen uzoraka Uzorak 2. i Uzorak 3. iznosio je 2 |. Kako bismo dobili bakterijsku
suspenziju koncentracije 1,0 x 10° CFU/ml, morali smo pripremiti otopinu kojoj ¢e opticka
gustoca tj. turbiditet biti jednak 1. Turbiditet otopine odreden je pri valnoj duljini od 600 nm,
pomocu uredaja koji se naziva spektrofotometar. Prethodno nasadenu F. novicida na BCYE
agaru prikupimo Stapi¢em. Zatim Stapi¢ uronimo u fiziolosku otopinu. Nakon toga se
suspenzija homogenizira na tresilici. Suspenziju prelijemo u kivetu. Na spektrofotometru
najprije mjerimo apsorbanciju za slijepu probu, a slijepa proba nam je fizioloska otopina (ili
obicna voda u kojoj se ne nalazi francizela). Zatim ponovimo isti postupak za naSu

pripremljenu otopinu, a cilj nam je dobiti apsorbanciju koja je priblizno jednaka 1. Naime, na
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temelju viSegodiSnje laboratorijske prakse utvrdeno je da ako nam apsorbancija iznosi 1, to

znadi da je koncentracija bakterija jednaka 1,0 x 10° CFU/ml.

Medutim, nama je cilj bio pripremiti bakterijsku suspenziju koncentracije 1,0 x 10°
CFU/ml. Da bismo dobili tu koncentraciju, proveden je izracun koji prikazuje Slika 10..
Rezultati izracuna bili su slijedeéi: u uzorak od 2 1 potrebno je dodati 200 pl suspenzije, da bi
nam u konacnici koncentracija francizele u boci od 2 | iznosila 1,0 x 10° CFU/ml. Dakle,

francizela je inokulirana u Uzorak 2. i Uzorak 3..

11X ‘,] =X "’2
¢1= 1x10% CFU/mL
¢>= 1x103 CFU/mL

V,=2L =2000mL

1x10° CFU/mL X V;= 1x103 CFU/mL X 2 000 mL
Vi=1x10°CEUmLE X 2 000 mL / 1x10° CEU/mL
Vi=1x10°x2 000 mL x 1x10°

V1(2 000 mL) = 0.2 mL = 200 ul 2 Koli¢ina suspenzije koja se doda u 2 L uzorka.

Slika 10. Izra¢un dobivanja bakterijske suspenzije koncentracije 1x10° CFU/ml.

3.11. Inokulacija Acanthamoeba castellanii

U tzv. Uzorak 1. i Uzorak 3. (opisano u poglavlju Vrste uzoraka) inokulirana je ameba
Acanthamoeba castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (dodano 0. dana, ali nakon

pregleda mikrobiologije rijeke Cabranke — da vidimo stanje rijeke bez ikakve inokulacije).

Dakle, broj ameba smo odredili u Neubauer komorici (opisano u poglavlju Postupak
brojenja ameba pomocu Neubauer komorice), i izracunali smo volumen koji nam je potreban

da bi u nagim uzorcima dobili 1,0 x 10° CFU/m| ameba.
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Najprije smo 10 pl medija koji sadrzi amebe (PYG medij) stavili Neubauer komoricu
i izbrojili smo da u njemu imamo oko 1000 ameba, odnosno kada to preracunamo prema
pravilima dobiveno je da u mediju imamo 1,0 x 10° CFU/ml ameba (opisano u poglavlju

Postupak brojenja ameba pomocu Neubauer komorice).

Medutim, nama je cilj bio pripremiti suspenziju koja sadrzi 1,0 x 10° CFU/ml ameba.
Da bismo dobili tu koncentraciju, proveden je izracun koji prikazuje Slika 11. Rezultati
izraCuna bili su slijede¢i: u uzorak od 2 | potrebno je dodati 20 ml suspenzije, da bi nam u
konacnici suspezija sadrzavala 1,0 x 10° CFU/ml ameba. Dakle, amebu Acanthamoeba

castellanii inokulirali smo u Uzorak 1. i Uzorak 3.

1 X "T] =2 X V;
¢1= 1x107 CFU/mL
c>= 1x10? CFU/mL

V,=2L=2000mL

1x10 CFU/mML X V1= 1x107 CFU/mL X 2 000 mL
Vi=1x10°CEmE X 2 000 mL /[ 1x107 CEUSaL
Vi=1x10°x 2 000 mL x 1x10-7

Vi(2 000 mL) = 20 mL - Kolitina suspenzije koja se dodau 2 L uzorka.

Slika 11. Izrac¢un dobivanja suspenzije koja sadrz 1x10° CFU/ml ameba.

3.12. Postupak odredivanja broja bakterija

Broj bakterija u tri razli¢ita tipa uzoraka (Uzorak 1., Uzorak 2., Uzorak 3.) odredivan
je 0. dana, 2. dana, 4. dana, 8. dana 1 10. dana. Kao §to je ve¢ receno, 0. dana odredivana je

mikrobiologija rijeke Cabranke bez ikakve inokulacije ameba ili francizela — da vidimo stanje
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rijeke prije ikakve laboratorijske inokulacije. Nadalje, 2., 4., 8. i 10. dana pratilo se stanje u
uzorcima nakon inokulacije ameba i/ili francizela. Nakon inkubacije, propisane za pojedinu

vrstu hranjive podloge, brojale su se porasle kolonije (engl. Colony Forming Units, CFU).

3.13. Statisticka obrada podataka

Rezultati su obradeni pomoc¢u programa Microsoft® Office Excel i Microsoft® Office
Word. U tim programima izradene su tablice te grafovi. Svi rezultati prikazani su u obliku
logaritma s bazom 10 (logl0 CFU/ml). Izradunata je 1 standardna devijacija te srednja
vrijednost rezultata. Rezultati su prikazani tabli¢no 1 graficki. Za statisti¢ku usporedbu izmedu
uzorak koriSten je 1 program GraphPad Prism 6.0. Normalnost distribucije svih parametara je
utvrdena. Uzorci kod kojih je utvrdena normalna distribucija analizirani su parametrijskim

Student t — testom.
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4. REZULTATI

Prikaz rezultata ovog diplomskog rada podijeljen je u dva dijela. U prvom dijelu
prikazan je broj bakterija i ameba pojedina¢no za svaki od tri vrste uzoraka, a u drugome

dijelu napravljena je istovremena usporedba rezultata izmedu Uzorka 1., 2. i 3.

4.1. Broj bakterija i ameba u Uzorku 1., 2. i 3.

U prvom dijelu rezultata prikazan je broj bakterija i ameba pojedina¢no za svaki od tri
vrste uzoraka (Uzorak 1., Uzorak 2. i Uzorak 3.) u obliku tablica i grafova.

Rezultati su izrazavani kao CFU/ml za: ukupni broj bakterija na 22 °C, ukupni broj
bakterija na 37 °C, prisutnost ameba A. castellanii te porast bakterija F. novicida. Ostali
rezultati izrazavani su kao CFU/100 ml (enterokoki, ukupni koliformi, C. perfringens, E. coli

te fekalni koliformi). Svi rezultati su grafi¢ki prikazani i izrazeni kao log od baze 10.

4.1.1. Mikrobiologija rijeke Cabranke nakon dodatka ameba Acanthamoeba castellanii

Kao $to je prethodno opisano u poglavlju ,,Materijali i metode; Hranjive podloge*, u
eksperimentalnom radu su koriStene mnoge hranjive podloge. Cilj koriStenja svih hranjivih
podloga bio je ispitati mikrobiologiju vode iz rijeke Cabranke, prije i nakon dodatka ameba A.

castellanii, u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.).

Kao §to je ve¢ opisano, Uzorak 1. nazvali smo uzorak u koji su u 2 | vode iz rijeke
Cabranke dodane samo amebe A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10 CFU/ml (opisano u
poglavlju ,Materijali i metode; Vrste uzoraka). U Uzorku 1. praéen je broj: ukupnih bakterija
na 22 °C, ukupnih bakterija na 37 °C, enterokoka, ukupnih koliforma, C. perfringens, E. coli,

fekalnih koliforma te ameba A. castellanii u razdoblju od 10 dana (Tablica 3.).
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Tablica 3. Mikrobiologija uzorka rijeke Cabranke nakon dodatka ameba (Acanthamoeba

castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.).

Uzorak 1.: 2 | uzorka vode + amebe (Acanthamoeba castellanii)

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
56 3424 960 720 376
UBB na 22°C CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/mi
40 712 128 456 160
UBB na 37°C CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/mi
1,440 x 10° 1,212 x 10° 4,32 x 10° 6,56 x 10° 2,24 x 10°
SB > KEA | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml
1,040 x 10° 3,0 x 10° 1,6 x 107 1,3 x 10/ 1,6 x 107
LesEndo CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml
42
TSN CFU/100 ml | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta
TTC
nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta
m-FC

nema porasta

nema porasta

nema porasta

nema porasta

nema porasta

4.1.1.1. Ukupni broj bakterija na 22 °C u Uzorku 1.

Ukupni broj bakterija na 22 °C u Uzorku 1. nultog dana (0. dan) iznosio je 56 CFU/mL

(neposredno prije inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Drugoga

dana broj se povecao na 3 424 CFU/ml (dan 2.). Nadalje, broj je poc¢eo opadati na 960
CFU/ml (dan 4.), zatim je pao na 720 CFU/ml (dan 8.), te je u kona¢nici (10. dan) broj pao na
376 CFU/ml (Tablica 3., Slika 12.).
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Slika 12. Ukupni broj bakterija na 22 °C u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
ameba (Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su
inkubirane pri temperaturi od 22 °C na kvas¢evom agaru, a njihov je broj pracen u periodu od
10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a
kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki
obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata mozZe se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije ukupni
broj bakterija na 22 °C ipak bio nesto vec¢i nego na samom pocetku pokusa (0. dana), ali
mozemo zakljuCiti da ima tendenciju prema padu, odnosno kako vrijeme prolazi, tako je
ukupni broj bakterija na 22 °C sve manji. Iznimka je jedino period izmedu 0. i 2. dana kada je

doslo do porasta broja bakterija (Slika 12.).

4.1.1.2. Ukupni broj bakterija na 37 °C u Uzorku 1.

Ukupni broj bakterija na 37 °C u Uzorku 1. nultog dana (0. dan) iznosio je 40 CFU/mL
(neposredno prije inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Drugoga
dana broj se povecao na 712 CFU/ml (dan 2.). Nadalje, broj je poceo opadati na 128 CFU/ml
(dan 4.). Osmog dana doslo je ponovno do laganog porasta broja bakterija na 456 CFU/ml
(dan 8.), te je u konac¢nici (10. dan) broj pao na 160 CFU/ml (Tablica 3., Slika 13.).
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Slika 13. Ukupni broj bakterija na 37 °C u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
ameba (Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su
inkubirane pri temperaturi od 37 °C na kvas¢evom agaru, a njihov je broj pracen u periodu od
10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a
kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki
obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moZe se ponovno vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije
ukupni broj bakterija na 37 °C ipak bio nesto ve¢i nego na samom pocetku pokusa (0. dana),
ali mozemo zakljuciti da ima tendenciju prema padu kako vrijeme prolazi. Iznimka je period
izmedu 0. i 2. dana kada je doSlo do naglog porasta broja bakterija, te je takoder i u prijelazu s

4. na 8. dan zabiljeZen lagani porast broja bakterija, ali 10. dana ponovno dolazi do pada broja
bakterija (Slika 13.).

4.1.1.3. Broj enterokoka u Uzorku 1.

Broj enterokoka u Uzorku 1. nultog dana (0. dan) iznosio je 1,440 x 10® CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Drugoga
dana broj se drasti¢no poveéao na 1,212 x 10° CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje, broj je poceo
lagano opadati na 4,32 x 10° CFU/100 ml (dan 4.). Osmog dana doglo je ponovno do laganog
porasta broja bakterija na 6,56 x 10° CFU/100 ml (dan 8.), te je u konacnici (10. dan) broj
ponovno lagano pao na 2,24 x 10° CFU/100 ml (Tablica 3., Slika 14.).
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Slika 14. Broj enterokoka u wuzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na SB agaru, a nakon toga radi se potvrdni test na KEA agaru koji je
prethodno zagrijan na 44 °C. Broj enterokoka prac¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku
pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka
ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je
srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije broj
enterokoka bio znatno veci nego na samom pocetku pokusa (0. dana). Na prijelazu iz 0. na 2.
dan doslo je do velikog porasta broja bakterija. Zatim je broj bakterija lagano varirao, ali
mozemo zakljuéiti kako je i 10. dana broj enterokoka jo$ uvijek bio poprili¢no visok, iako je

lagano poceo opadati (Slika 14.).

4.1.1.4. Broj ukupnih koliforma u Uzorku 1.

Broj ukupnih koliforma u Uzorku 1. nultog dana (0. dan) iznosio je 1,040 x 10°
CFU/100 mL (neposredno prije inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10°
CFU/ml). Drugoga dana broj se drasti¢no poveéao na 3,0 x 10® CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje,
broj se nastavljao lagano poveéavati na 1,6 x 10’ CFU/100 ml (dan 4.), zatim je lagano pao na
1,3 x 10’ CFU/100 ml (dan 8.), te je u konaénici desetog dana nakon inokulacije broj iznosio
1,6 x 10" CFU/100 ml (Tablica 3., Slika 15.).
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Slika 15. Broj ukupnih koliforma u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na Les endo agaru, a njihov je broj prac¢en u periodu od 10 dana. Na
pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon
dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost 1 standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije broj
ukupnih koliforma bio poprilicno ve¢i nego na samom pocetku pokusa (0. dana). Na prijelazu
iz 0. na 2. dan doslo je do velikog porasta broja bakterija. Broj ukupnih koliforma je u periodu

od 2. do 10. dana nastavljao lagano rasti, ali bez drasti¢nih promjena (Slika 15.).

4.1.1.5. Broj Clostridium perfringens u Uzorku 1.

Broj Clostridium perfringens u Uzorku 1. nultog dana (0. dan) iznosio je 42 CFU/100
mL (neposredno prije inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml).
Sljedec¢ih dana (2., 4., 8. i 10. dan) nije zabiljezen porast C. perfringens na hranjivim
podlogama (Tablica 3., Slika 16.).
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Slika 16. Broj Clostridium perfringens u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na TSN agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku
pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka
ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraunata je
srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je nakon dodatka ameba Acanthamoeba
castellanii broj C. perfringens ve¢ drugog dana pao na nulu. Desetog dana nakon inokulacije
je broj C. perfringens bio jednak nuli, odnosno nije zabiljeZen porast na hranjivim podlogama
(Slika 16.).

4.1.1.6. Broj Escherichia coli u Uzorku 1.

U periodu od 0. do 10. dana nije zabiljeZen porast E. coli u Uzorku 1., ni prije ni nakon
inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (Tablica 3., Slika 17.)
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Slika 17. Broj Escherichia coli u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na TTC agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku
pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka
ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraunata je
srednja vrijednost i standardna devijacija.

4.1.1.7. Broj fekalnih koliforma u Uzorku 1.

U periodu od 0. do 10. dana nije zabiljezen porast fekalnih koliforma u Uzorku 1., ni
prije ni nakon inokulacije A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (Tablica 3., Slika
18.).
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Slika 18. Broj fekalnih koliforma u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 44 °C na m-FC agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na
pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon
dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost 1 standardna devijacija.

4.1.2. Broj ameba Acanthamoeba castellanii u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
ameba Acanthamoeba castellanii

Nultoga dana (0. dan) u Uzorak 1. inokulirana je A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x
10° CFU/ml. Drugog dana broj ameba pao je na 5,0 x 10° CFU/ml. Cetvrtog (4.dan), osmog
(8.dan) i desetog (10.dan) dana nije zabiljezna prisutnost ameba A. castellanii u Uzorku 1.
(Tablica 4., Slika 19.).

Tablica 4. Broj ameba u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba (Acanthamoeba
castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.).

Uzorak 1.: 2 | uzorka vode + amebe (Acanthamoeba castellanii)

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Acanthamoeba 1,0 x 10° 5,0 x 10° nisu prisutne | nisu prisutne | nisu prisutne
castellanii CFU/ml CFU/ml
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Slika 19. Broj ameba Acanthamoeba castellanii u uzorku rijeke Cabranke nakon
dodatka ameba (Acanthamoeba castellanii) u razdoblju od 10 dana (Uzorak 1.). Broj
ameba pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri
temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C).
Rezultati su statisticki obradeni, izraunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je nakon dodatka ameba A. castellanii broj

ve¢ drugog dana poceo opadati. Nakon 4. dana nije zabiljezena prisutnost A. castellanii u
Uzorku 1. (Slika 19.).

4.1.3. Mikrobiologija rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella novicida

Kao $to je prethodno opisano u poglavlju ,,Materijali i metode; Hranjive podloge®, u
eksperimentalnom radu su koriStene mnoge hranjive podloge. Cilj koriStenja svih hranjivih
podloga bio je ispitati mikrobiologiju ispitivane vode iz rijeke Cabranke, prije i nakon
dodatka bakterije F. novicida, u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.).

Kao §to je ve¢ opisano, Uzorak 2. nazvali smo uzorak u Kkoji je u 2 | vode iz rijeke
Cabranke dodana samo bakterija F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10 CFU/ml (opisano u
poglavlju ,,Materijali i metode; Vrste uzoraka“. U Uzorku 2. pracen je broj: ukupnih bakterija
na 22 °C, ukupnih bakterija na 37 °C, enterokoka, ukupnih koliforma, C. perfringens, E. coli,

fekalnih koliforma te bakterije F. novicida u razdoblju od 10 dana (Tablica 5.).

44



Tablica 5. Mikrobiologija uzorka rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella novicida u
razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.).

Uzorak 2.: 2 | uzorka vode + Francisella novicida

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
56 12 44 2 4
UBB na 22°C CFU/mlI CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/mi
40 40 124 6 2
UBB na 37°C CFU/mlI CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/mi
1,440 x 10° 1,6 x 10* 1,4 x 10*
SB > KEA | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | nema porasta | nema porasta
1,040 x 103 3,0 x 103
LesEndo CFU/100 ml | CFU/100 ml | nema porasta | nema porasta | nema porasta
42
TSN CFU/100 ml | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta
TTC
nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta
m-FC

nema porasta

nema porasta

nema porasta

nema porasta

nema porasta

4.1.3.1. Ukupni broj bakterija na 22 °C u Uzorku 2.

Ukupni broj bakterija na 22 °C u Uzorku 2. nultog dana (0. dan) iznosio je 56 CFU/mL

(neposredno prije inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Drugoga

dana broj je pao na 12 CFU/ml (dan 2.). Nadalje, broj je lagano porastao na 44 CFU/ml (dan

4.). Zatim je broj po¢eo opadati na 2 CFU/ml (dan 8.) te je desetog dana nakon inokulacije
iznosio 4 CFU/ml (dan 10.) (Tablica 5., Slika 20.).
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Slika 20. Ukupni broj bakterija na 22 °C u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane
pri temperaturi od 22 °C na kvaS¢evom agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana.
Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je
nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost 1 standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata mozZe se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije ukupni
broj bakterija na 22 °C bio manji nego na samom pocetku pokusa (0. dana), te gotovo da i nije
bilo porasta 10. dana (samo 4 CFU/ml). Iznimka je jedino period izmedu 2. i 4. dana kada je
doslo do laganog porasta broja bakterija, ali ipak moZemo zakljuciti da UBB na 22 °C s

vremenom opada (Slika 20.).

4.1.3.2. Ukupni broj bakterija na 37 °C u Uzorku 2.

Ukupni broj bakterija na 37 °C u Uzorku 2. nultog dana (0. dan) iznosio je 40 CFU/mL
(neposredno prije inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Drugoga
dana broj bakterija je takoder iznosio 40 CFU/ml (dan 2.). Nadalje, broj je porastao na 124
CFU/ml (dan 4.). Osmog dana (dan 8.) broj je pao na 6 CFU/ml, a desetog dana (dan 10.) na 2
CFU/ml (Tablica 5., Slika 21.).
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Slika 21. Ukupni broj bakterija na 37 °C u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane
pri temperaturi od 37 °C na kvaS¢evom agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana.
Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a Kkasnije je
nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost 1 standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moZe se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije ukupni
broj bakterija na 37 °C bio manji nego na samom pocetku pokusa (0. dana) te gotovo da i nije
bilo porasta nakon 10. dana (samo 2 CFU/ml). Iznimka je jedino period izmedu 2. i 4. dana
kada je doslo do laganog porasta broja bakterija, ali ipak mozemo zakljuciti da UBB na 37 °C
s vremenom opada, kao i kod sluc¢aja s UBB na 22 °C (Slika 21.).

4.1.3.3. Broj enterokoka u Uzorku 2.

Broj enterokoka u Uzorku 2. nultog dana (0. dan) iznosio je 1,440 x 10® CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Drugoga
dana broj se poveéao na 1,6 x 10* CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje, broj je po¢eo lagano opadati
na 1,4 x 10* CFU/100 ml (dan 4.). Osmog dana (dan 8.) i desetog dana (dan 10.) nije

zabiljezen porast enterokoka na hranjivim podlogama (Tablica 5., Slika 22.).
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Slika 22. Broj enterokoka u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka bakterije
Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na SB agaru, a nakon toga radi se potvrdni test na KEA agaru koji je
prethodno zagrijan na 44 °C. Broj enterokoka pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku
pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka
ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je
srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako desetog dana nakon inokulacije broj
enterokoka pao na nulu. Na prijelazu iz 0. na 2. dan doSlo je do laganog porasta broja

enterokoka, ali nakon toga slijedio je pad broja enterokoka u ispitivanom uzorku (Slika 22.).

4.1.3.4. Broj ukupnih koliforma u Uzorku 2.

Broj ukupnih koliforma u Uzorku 2. nultog dana (0. dan) iznosio je 1,040 x 10°
CFU/100 mL (neposredno prije inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml).
Drugoga dana broj se poveéao na 3,0 x 10° CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje, ¢etvrtog (dan 4.),
osmog (dan 8.) i desetog dana (dan 10.) nije zabiljeZzen porast ukupnih koliforma na hranjivim

podlogama, odnosno bio je jednak nuli (Tablica 5., Slika 23.).
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Slika 23. Broj ukupnih koliforma u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka bakterije
Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na Les endo agaru, a njihov je broj prac¢en u periodu od 10 dana. Na
pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon
dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost 1 standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je ve¢ Cetvrtog dana nakon inokulacije broj
ukupnih koliforma pao na nulu. Izmedu 0. i 2. dan doSlo je do laganog porasta broja
enterokoka, ali nakon toga slijedio je pad broja enterokoka, te od Cetvrtog dana (dan 4.) nije

zabiljeZzen porast ukupnih koliforma na hranjivim podlogama (Slika 23.).

4.1.3.5. Broj Clostridium perfringens u Uzorku 2.

Broj C. perfringens u Uzorku 2. nultog dana (0. dan) iznosio je 42 CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml). Sljede¢ih
dana (2., 4., 8. i 10. dan) nije zabiljezen porast C. perfringens na hranjivim podlogama
(Tablica 5., Slika 24.).
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Slika 24. Broj Clostridium perfringens u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane
pri temperaturi od 37 °C na TSN agaru, a njihov je broj pra¢en u periodu od 10 dana. Na
pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon
dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je nakon dodatka ameba F. novicida broj
C. perfringens ve¢ drugog dana pao na nulu. U konac¢nici (dan 10.) broj Clostridium
perfringens bio jednak nuli, odnosno nije zabiljezen porast na hranjivim podlogama (Slika
24.).

4.1.3.6. Broj Escherichia coli u Uzorku 2.

U periodu od 0. do 10. dana nije zabiljeZen porast E. coli u Uzorku 2., ni prije ni nakon
inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (Tablica 5., Slika 25.)

50



Broj Escherichia coli (Uzorak 2. - NEMA PORASTA)

=]

~

(=2}

o

—4—UZORAK 2.: 2 L vode + F. novicida

Log 10 CFU/ml
IS

w

]

-

0 <> - \ 4 T > 4 T \ 4 T . 4
0 2 4, 8

Vrijeme (dani)

Slika 25. Broj Escherichia coli u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka bakterije
Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C na TTC agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku
pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka
ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je
srednja vrijednost i standardna devijacija.

4.1.3.7. Broj fekalnih koliforma u Uzorku 2.

U periodu od 0. do 10. dana nije zabiljezen porast fekalnih koliforma u Uzorku 2., ni
prije ni nakon inokulacije F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (Tablica 5., Slika
26.)
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Slika 26. Broj fekalnih koliforma u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka bakterije
Francisella novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 44 °C na m-FC agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na
pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon
dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni,
izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

4.1.4. Broj Francisella novicida u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka F. novicida

Nultoga dana (0. dan) u Uzorak 2. inokulirana je F. novicida u koncentraciji od 1,0 x
10° CFU/ml. Drugog dana koncentracija bakterija je porasla na 3,88 x 10’ CFU/ml. Cetvrtog
(4.dan) dana koncentracija je pala na 1,24 x 10" CFU/ml, zatim osmog dana (8.dan) pala je na
6,0 x 10° CFU/ml, a desetog dana (dan 10.) broj bakterija u ispitivanom uzorku iznosio je 1,4
x 10° CFU/ml (Tablica 6., Slika 27.).

Tablica 6. Broj F. novicida u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka F. novicida u razdoblju
od 10 dana (Uzorak 2.).

Uzorak 2.: 2 | uzorka vode + Francisella novicida

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Francisella 1,0 x 10° 3,88 x 107 1,24 x 107 6,0 x 10° 1,4 x 10°
novicida CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml
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Slika 27. Broj Francisella novicida u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella
novicida u razdoblju od 10 dana (Uzorak 2.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37
°C na BCYE agaru, a njihov je broj pra¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je
uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba
Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja
vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je nakon dodatka bakterije F. novicida,
broj drugog dana naglo porastao, a nakon Cetvrtog dana zabiljeZen je blagi pad broja bakterija
koji se nastavio i osmog (dan 8.) i desetog dana (dan 10.), ali mozemo vidjeti da kako vrijeme

prolazi, tako broj F. novicida lagano opada (Slika 27.).

4.1.5. Mikrobiologija uzorka rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella novicida i
Acanthamoeba castellanii

Kao $to je prethodno opisano u poglavlju ,,Materijali i metode; Hranjive podloge®, u
eksperimentalnom radu su koriStene mnoge hranjive podloge. Cilj koriStenja svih hranjivih
podloga bio je ispitati mikrobiologiju ispitivane vode iz rijeke Cabranke, prije i nakon
istovremenog dodatka ameba A. castellanii i bakterije F. novicida, u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.).

Kao $to je ve¢ opisano, Uzorak 3. nazvali smo uzorak u koji su u 2 | vode iz rijeke
Cabranke dodane istovremeno i amebe A. castellanii u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/m i

bakterija F. novicida takoder u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (opisano u poglavlju
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,Materijali i metode; Vrste uzoraka‘®). U Uzorku 3. pracen je broj: ukupnih bakterija na 22 °C,

ukupnih bakterija na 37 °C, enterokoka, ukupnih koliforma, C. perfringens, E. coli, fekalnih

koliforma, ameba A. castellanii, te bakterije F. novicida u razdoblju od 10 dana (Tablica 7.).

Tablica 7. Mikrobiologija uzorka rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella novicida i
Acanthamoeba castellanii u razdoblju od 10 dana (Uzorak 3 ).

Uzorak 3.: 2 | uzorka vode + Francisella novicida +
Acanthamoeba castellanii

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
56 944 352 1480 360
UBB na 22°C CFU/mlI CFU/mlI CFU/ml CFU/ml CFU/mi
40 712 436 344 296
UBB na 37°C CFU/mlI CFU/mlI CFU/mlI CFU/mlI CFU/ml
1,440 x 10° 1,544 x 10° 5,6 x 10° 5,68 x 10° 2,60 x 10°
SB > KEA | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml
1,040 x 10° 1,0 x 10* 1,6 x 107 1,6 x 107 1,5 x 10’
LesEndo CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml | CFU/100 ml
42
TSN CFU/100 ml | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta
TTC
nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta
m-FC
nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta | nema porasta

4.1.5.1. Ukupni broj bakterija na 22 °C u Uzorku 3.

Ukupni broj bakterija na 22 °C u Uzorku 3. nultog dana (0. dan) iznosio je 56 CFU/mL

(neposredno prije inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10°
CFU/ml). Drugoga dana broj se povecao na 944 CFU/ml (dan 2.). Nadalje, broj je poceo
opadati na 352 CFU/ml (dan 4.), a zatim je ponovno porastao na 1480 CFU/ml (dan 8.).
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Desetog dana nakon inokulacije broj ukupnih koliforma na 22 °C pao je na 360 CFU/ml
(Tablica 7., Slika 28.).

Ukupni broj bakterija na 22 °C (Uzorak 3.)
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Slika 28. Ukupni broj bakterija na 22 °C u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
ameba (Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10
dana (Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 22 °C na kvas¢evom agaru, a
njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode €uvan u
hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj
temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moZe se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije ukupni
broj bakterija na 22 °C ipak bio nesto veci nego na samom pocetku pokusa (0. dana). Ukupni
broj bakterija na 22 °C mijenjao se u pracenom vremenskom razdoblju (porast na prijelazu iz
0. u 2. dan te iz 4. na 8. dan), ali je desetog dana nakon inokulacije broj bakterija iznosio 360
CFU/ml (Tablica 7., Slika 28.).

4.1.5.2. Ukupni broj bakterija na 37 °C u Uzorku 3.

Ukupni broj bakterija na 37 °C u Uzorku 3. nultog dana (0. dan) iznosio je 40 CFU/mL
(neposredno prije inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10°
CFU/ml). Drugoga dana broj se povecao na 712 CFU/ml (dan 2.). Nadalje, broj je poceo
lagano opadati na 436 CFU/ml (dan 4.). Osmog dana broj je pao na 344 CFU/ml (dan 8.), te je
u konacnici (10. dan) broj pao na 296 CFU/ml (Tablica 7., Slika 29.).
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Slika 29. Ukupni broj bakterija na 22 °C u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
ameba (Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10
dana (Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 22 °C na kvas¢evom agaru, a
njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode €uvan u
hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj
temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moZe se ponovno vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije
ukupni broj bakterija na 37 °C ipak bio nesto ve¢i nego na samom pocetku pokusa (0. dana),
ali mozemo zakljuciti da ima tendenciju prema padu kako vrijeme prolazi. Iznimka je period
izmedu 0. 1 2. dana kada je doslo do porasta broja bakterija, ali nakon ¢etvrtog dana ponovno

dolazi do pada broja bakterija (Slika 29.).

4.1.5.3. Broj enterokoka u Uzorku 3.

Broj enterokoka u Uzorku 3. nultog dana (0. dan) iznosio je 1,440 x 10® CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10°
CFU/ml). Drugoga dana broj se naglo poveéao na 1,544 x 10° CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje,
broj je po¢eo lagano opadati na 5,6 x 10° CFU/100 ml (dan 4.). Osmog dana doslo je ponovno
do laganog porasta broja bakterija na 5,68 x 10° CFU/100 ml (dan 8.), te je u konaénici (dan
10.) broj ponovno lagano pao na 2,6 x 10° CFU/100 ml (Tablica 7., Slika 30.).
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Slika 30. Broj enterokoka u wuzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na SB agaru, a nakon toga radi
se potvrdni test na KEA agaru koji je prethodno zagrijan na 44 °C. Broj enterokoka pracen u
periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4
°C, a kasnije je nakon dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su
statistiCki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost 1 standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije broj
enterokoka bio poprili¢no ve¢i nego na samom pocetku pokusa (0. dana). Na prijelazu iz 0. na
2. dan doslo je do velikog porasta broja bakterija. Zatim je broj bakterija lagano poceo
opadati, ali mozemo zakljuciti kako je 1 10. dana broj enterokoka jo$ uvijek bio poprili¢no

visok (Slika 30.).

4.1.5.4. Broj ukupnih koliforma u Uzorku 3.

Broj ukupnih koliforma u Uzorku 3. nultog dana (0. dan) iznosio je 1,040 x 10°
CFU/100 mL (neposredno prije inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0
x 10° CFU/ml). Drugoga dana broj se pove¢ao na 1,0 x 10* CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje,
etvrtog dana broj se nastavljao povecavati na 1,6 x 10" CFU/100 ml (dan 4.). Osmog dana
(dan 8.) broj je ostao isti odnosno 1,6 x 107 CFU/100 ml, te je u konacnici (10. dan) broj pao
na 1,5 x 10" CFU/100 ml (Tablica 7., Slika 31.).
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Slika 31. Broj ukupnih koliforma u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na Les endo agaru, a njihov je
broj prac¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri
temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C).
Rezultati su statistiCki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je desetog dana nakon inokulacije (dan
10.) broj ukupnih koliforma bio ve¢i nego na samom pocetku pokusa (0. dana). Izmedu 0. i 2.
dana, te 2. i 4. dana doslo je do znacajnog porasta broja bakterija. Nakon toga broj bakterija je

lagano poceo opadati (nakon 4. dana), ali je jo$ uvijek bio poprili¢no visok (Slika 31.).
4.1.5.5. Broj Clostridium perfringens u Uzorku 3.

Broj C. perfringens u Uzorku 3. nultog dana (0. dan) iznosio je 42 CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10°

CFU/ml). Sljede¢ih dana (2., 4., 8. i 10. dan) nije zabiljezen porast C. perfringens na
hranjivim podlogama (Tablica 7., Slika 32.).
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Slika 32. Broj Clostridium perfringens u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na TSN agaru, a njihov je broj
pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri
temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C).
Rezultati su statisti¢ki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je nakon istovremenog dodatka ameba A.
castellanii i bakterije F. novicida broj C. perfringens ve¢ drugog dana pao na nulu. Desetog
dana nakon inokulacije (dan 10.) broj C. perfringens bio jednak nuli, odnosno nije zabiljezen

porast na hranjivim podlogama (Slika 32.).

4.1.5.6. Broj Escherichia coli u Uzorku 3.
U periodu od 0. do 10. dana nije zabiljeZen porast E. coli u Uzorku 3., ni prije ni nakon

inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml (Tablica 7., Slika
33).
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Slika 33. Broj Escherichia coli u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na TTC agaru, a njihov je broj
pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode cuvan u hladnjaku pri
temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C).
Rezultati su statisticki obradeni, izracunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

4.1.5.7. Broj fekalnih koliforma u Uzorku 3.
U periodu od 0. do 10. dana nije zabiljezen porast fekalnih koliforma u Uzorku 3., ni

prije ni nakon inokulacije A. castellanii i F. novicida u koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml
(Tablica 7., Slika 34.).
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Slika 34. Broj fekalnih koliforma u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 44 °C na m-FC agaru, a njihov je broj
pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode cuvan u hladnjaku pri
temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C).
Rezultati su statisticki obradeni, izracunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

4.1.6. Broj ameba (Acanthamoeba castellanii) u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
Francisella novicida i Acanthamoeba castellanii

Nultoga dana (0. dan) u Uzorak 3. inokulirana je A. castellanii i F. novicida u
koncentraciji od 1,0 x 10° CFU/ml. Drugog dana (dan 2.) broj ameba pao je na 3,0 x 10°
CFU/ml. Cetvrtog (dan 4.), osmog (dan 8.) i desetog dana (dan 10.) nije zabiljeZna prisutnost
ameba A. castellanii u Uzorku 3. (Tablica 8., Slika 35.).
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Broj ameba (Uzorak 3. - Acanthamoeba castellanii)
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Slika 35. Broj ameba Acanthamoeba castellanii u uzorku rijeke Cabranke nakon
dodatka ameba (Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju
od 10 dana (Uzorak 3.). Broj ameba pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je
uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba
¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisti¢cki obradeni, izraCunata je srednja
vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moZe se vidjeti kako je nakon dodatka ameba A. castellanii i
bakterije F. novicida, broj ameba ve¢ drugog dana poceo opadati. Nakon 4. dana nije

zabiljeZena prisutnost A. castellanii u Uzorku 3. (Slika 35.).

Tablica 8. Broj ameba (Acanthamoeba castellanii) u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka
Francisella novicida i Acanthamoeba castellanii u razdoblju od 10 dana (Uzorak 3.).

Uzorak 3.: 2 | uzorka vode + Francisella novicida +
Acanthamoeba castellanii

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Acanthamoeba 1,0 x 10° 3,0x10° nisu prisutne | nisu prisutne | nisu prisutne
castellanii CFU/mlI CFU/mlI
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4.1.7. Broj F. novicida u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella novicida i
Acanthamoeba castellanii

Nultoga dana (dan 0.) u Uzorak 3. inokulirana je A. castellanii i F. novicida u
koncentraciji od 1.0 x 10° CFU/ml. Drugog dana broj bakterija je porastao na 7,0 x 108
CFU/ml. Cetvrtog (dan 4.) dana broj bakterija u ispitivanom uzorku iznosio je 2,2 x 10’
CFU/ml, zatim je osmog dana (dan 8.) broj bakterija iznosio 1,0 x 10" CFU/ml, a desetog
dana 1,2 x 107 CFU/ml (Tablica 9., Slika 36.).
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Slika 36. Broj Francisella novicida u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka ameba
(Acanthamoeba castellanii) i bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3.). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na BCYE agaru, a njihov je broj
pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri
temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C).
Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti kako je nakon dodatka amebe A. castellanii i
bakterije F. novicida, broj F. novicida drugog dana naglo porastao, a nakon ¢etvrtog dana
zabiljezen je lagani pad broja bakterija. U periodu izmedu osmog (dan 8.) i desetog dana (dan

10.) zabiljeZen je ponovno lagani porast broja F. novicida (Slika 36.).
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Tablica 9. Broj F. novicida u uzorku rijeke Cabranke nakon dodatka Francisella novicida i

Acanthamoeba castellanii u razdoblju od 10 dana (Uzorak 3.).

Uzorak 3.: 2 | uzorka vode + Francisella novicida +
Acanthamoeba castellanii

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Francisella 1,0 x 10° 7,0 x 108 2,2 x 107 1,0 x 107 1,2 x 107
novicida CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/mI CFU/ml
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4.2. Usporedba broja bakterija i ameba izmedu tri razlicite vrste uzorka

U drugom dijelu prikaza rezultata prikazana je usporedba broja svih prethodno
navedenih vrsta bakterija te ameba A. castellanii izmedu Uzorka 1., Uzorka 2. i Uzorka 30. u
obliku grafova.

4.2.1. Ukupni broj bakterija na 22 °C

Ako usporedimo preZivljavanje ukupnog broja bakterija na 22 °C izmedu Uzorka 1., 2.
i 3., mozemo zakljuciti da bakterije najslabije preZivljavaju u uzorku u koji je dodana samo F.
novicida (Uzorak 2.). Uzorak 1. i 3. imau vrlo sli¢an rast broja bakerija na 22 °C u periodu od
10 dana, iako u konacnici (dan 10.) imamo za nijansu veéi porast broja u Uzorku 1. (2 | vode

+ amebe), a malo maniji broj u Uzorku 3. (2 | vode + amebe + F. novicida) (Slika 37.).
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Slika 37. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Ukupni broj bakterija na 22 °C u uzorku
rijeke Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 22 °C
na kvas¢evom agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je
uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba
cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja
vrijednost i standardna devijacija. Oznaka ,,** oznaava statisticki znacajnu razliku. Razina
znacajnosti od p < 0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom.

Dobiveni rezultati pokazuju kako je ukupan broj bakterija na 22 °C u uzorku u koji je
dodana samo F. novicida (Uzorak 2.) statisticki znaCajno manji u svim ispitivanim
vremenskim razdobljima nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na uzorke vode rijeke

Cabranke u koje su inokulirane i F. novicida i amebe (Uzorak 3.) ili samo amebe (Uzorak 1.).
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4.2.2. Ukupni broj bakterija na 37 °C

Ako usporedimo preZivljavanje ukupnog broja bakterija na 37 °C izmedu Uzorka 1., 2.
i 3., mozemo zakljuciti da bakterije najslabije prezivljavaju u uzorku u koji je dodana samo F.
novicida (Uzorak 2.). Ako usporedimo Uzorak 1. i Uzorak 3., u konacnici (dan 10.) je
zabiljezen veci broj bakterija u Uzorku 3. (2 | vode + amebe + F. novicida), a malo manji broj
u Uzorku 1. (2 I vode + amebe) (Slika 38.).
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Slika 38. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Ukupni broj bakterija na 37 °C u uzorku
rijeke Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C
na kvascevom agaru, a njihov je broj pra¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je
uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba
c¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izracunata je srednja
vrijednost i standardna devijacija. Oznaka ,,*“ oznacava statisticki zna¢ajnu razliku. Razina
znacajnosti od p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.

Dobiveni rezultati pokazuju kako je ukupan broj bakterija na 37 °C u uzorku u koji je
dodama samo F. novicida (Uzorak 2.) statisti¢ki znac¢ajno manji u odredenim vremenskim
razdobljima (dan 8. i dan 10.) nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na ostale uzorke (Uzorak
1. i Uzorak 3.).

4.2.3. Broj enterokoka

Ako usporedimo prezivljavanje enterokoka izmedu Uzorka 1., 2. i 3., mozemo

ponovno zakljuciti da bakterije najslabije prezivljavaju u uzorku u koji je dodana samo F.

66



novicida (Uzorak 2.). U Uzorku 2. u konacnici (dan 10.) nije zabiljezen porast enterokoka na
hranjivim podlogama. Uzorak 1. i 3. imaju vrlo slican rast broja enterokoka u periodu od 10
dana, iako u konaénici (dan 10.) imamo za nijansu ve¢i porast broja u Uzorku 3. — 2,6 x 10°
CFU/100 ml (2 | vode + amebe + F. novicida), a malo manji broj u Uzorku 1. — 2,24 x 10°
CFU/100 ml (2 I vode + amebe) (Slika 39.).
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Slika 39. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Broj enterokoka u uzorku rijeke
Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na SB
agaru, a nakon toga radi se potvrdni test na KEA agaru koji je prethodno zagrijan na 44 °C.
Broj enterokoka pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode cuvan u
hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj
temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija. Oznaka ,,** oznaCava statistiCcki zna¢ajnu razliku. Razina zna¢ajnosti
od p < 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom.

Dobiveni rezultati pokazuju kako je broj enterokoka u uzorku u koji je dodana samo F.
novicida (Uzorak 2.) statisticki znac¢ajno manji u svim ispitivanim vremenskim razdobljima
nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na uzorke vode rijeke Cabranke u koje su inokulirane i

F. novicida i amebe (Uzorak 3.) ili samo amebe (Uzorak 1.).

4.2.4. Broj ukupnih koliforma

Ako usporedimo prezivljavanje ukupnih koliforma izmedu Uzorka 1., 2. i 3., mozemo
ponovno zakljuciti da bakterije ponovno najslabije preZivljavaju u uzorku u koji je dodana
samo F. novicida (Uzorak 2.). U Uzorku 2. u konacnici (dan 10.) nije zabiljezen porast

ukupnih koliforma na hranjivim podlogama. Uzorak 1. i 3. se 2. dana podosta razlikuju (veci
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porast u Uzorku 1.), ali od 4. dana imaju vrlo slian rast broja ukupnih koliforma, iako u
konaénici (dan 10.) imamo za nijansu veéi porast broja u Uzorku 1. — 1,6 x 10” CFU/100 ml
(2 | vode + amebe), a malo manji broj u Uzorku 3. — 1,5 x 107 CFU/100 ml (2 | vode + amebe
+ F. novicida) (Slika 40.).
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Slika 40. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Slika 12. Broj ukupnih koliforma u
uzorku rijeke Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od
37 °C na Les endo agaru, a njihov je broj prac¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je
uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba
c¢uvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izracunata je srednja
vrijednost i standardna devijacija. Oznaka ,,*“ oznacava statisticki zna¢ajnu razliku. Razina
znacajnosti od p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.

Dobiveni rezultati pokazuju kako je broj ukupnih koliforma u uzorku u koji je dodana
samo F. novicida (Uzorak 2.) statisti¢ki znacajno manji u odredenim vremenskim razdobljima
(dan 4., dan 8. i dan 10.) nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na uzorke vode rijeke

Cabranke u koje su inokulirane i F. novicida i amebe (Uzorak 3.) ili samo amebe (Uzorak 1.).

Medutim drugog dana nakon inokulacije (dan 2.) broj ukupnih koliforma je i kod
uzorka kod kojeg je dodana i F. novicida i amebe (Uzorka 3.) i kod uzorka kod kojeg je
dodana samo F. novicida (Uzorak 2.) statisticki znac¢ajno manji (p < 0,05) u odnosu na uzorak

u koji su dodane sam amebe (Uzorak 1.).
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4.2.5. Broj Clostridium perfringens

Ako usporedimo prezivljavanje bakterije C. perfringens izmedu Uzorka 1., 2. i 3.,
mozemo zakljuéiti da uzorak rijeke Cabranke nije pogodan medij za rast C. perfringens. U
sve tri vrste uzoraka 0. dana zabiljezen je porast na hranjivim podlogama koji je iznosio 42
CFU/100 mL. Sljede¢ih dana (2., 4., 8. i 10. dan) nije zabiljezen porast C. perfringens na
hranjivim podlogama, u nijednome od tri vrste uzoraka (Slika 41.).
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Slika 41. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Broj Clostridium perfringens u uzorku
rijeke Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C
na TSN agaru, a njihov je broj pra¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak
vode Cuvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na
sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisti¢ki obradeni, izracunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija.

4.2.6. Broj Escherichia coli

Ako usporedimo preZivljavanje bakterije E. coli izmedu Uzorka 1., 2. i 3., mozemo
zakljuéiti da uzorak rijeke Cabranke nije pogodan medij za rast E. coli. U sve tri vrste uzoraka
0. dana nije zabiljezen porast na hranjivim podlogama. Takoder, ni sljede¢ih dana (2., 4., 8. i
10. dan) nije zabiljezen porast bakterije E. coli na hranjivim podlogama, u nijednome od tri

vrste uzoraka (Slika 42.).
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Broj Escherichia coli (NEMA PORASTA)
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Slika 42. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Broj Escherichia coli u uzorku rijeke
Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na TTC
agaru, a njihov je broj pracen u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan
u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba Cuvan na sobnoj
temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija.

4.2.7. Broj fekalnih koliforma

Ako usporedimo prezivljavanje fekalnih koliforma izmedu Uzorka 1., 2. i 3., mozemo
ponovno zaklju¢iti da uzorak rijeke Cabranke nije pogodan medij za rast, u ovome slu¢aju
fekalnih koliforma. U sve tri vrste uzoraka 0. dana nije zabiljeZen porast na hranjivim
podlogama. Takoder, ni sljede¢ih dana (2., 4., 8. i 10. dan) nije zabiljeZen porast fekalnih

koliforma na hranjivim podlogama, u nijednome od tri vrste uzoraka (Slika 43.)
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Broj fekalnih koliforma (NEMA PORASTA)
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Slika 43. Usporedba izmedu Uzorka 1., 2. i 3. - Broj fekalnih koliforma u uzorku rijeke
Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 44 °C na m-
FC agaru, a njihov je broj pra¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode
¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na sobnoj
temperaturi (22 °C). Rezultati su statisticki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija.

4.2.8. Broj Francisella novicida

Kao $to je ve¢ spomento u poglavlju Materijali i metode; Vrste uzoraka, u Uzorak 2.
je u 2 | uzorka vode ubacena samo F. novicida, a u Uzorak 3. je istovremeno ubacéena i F.

novicida i ameba A. castellanii.

Ako usporedimo prezivljavanje F. novicida izmedu Uzorka 2. i Uzorka 3., moZzemo
zakljuciti da u konacnici (dan 10.) F. novicida bolje prezivljava u Uzorku 3. nego u Uzorku 2.
(Slika 44.). U Uzorku 2. je 10. dana zabiljezen broj od 1,4 x 10® CFU/ml, a u Uzorku 3. je
zabiljezen broj od 1,2 x 10" CFU/ml (Tablica 6., Tablica 9.).
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Broj Francisella novicida
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Slika 44. Usporedba izmedu Uzorka 2. i Uzorka 3. - Broj Francisella novicida u uzorku
rijeke Cabranke u razdoblju od 10 dana. Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C
na BCYE agaru, a njihov je broj prac¢en u periodu od 10 dana. Na pocetku pokusa je uzorak
vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije je nakon dodatka ameba ¢uvan na
sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisti¢ki obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i
standardna devijacija.

4.2.9. Broj ameba Acanthamoeba castellanii

Kao $to je ve¢ spomento u poglavlju Materijali i metode; Vrste uzoraka, u Uzorak 1.
je u 2 | vode uba¢ena samo ameba A. castellanii, a u Uzorak 3. je istovremeno ubacena i F.

novicida i ameba A. castellanii.

Ako usporedimo prezivljavanje A. castellanii izmedu Uzorka 1. i Uzorka 3., moZemo
zakljuciti da u oba uzorka 2. dana dolazi do pada broja ameba. Drugog dana (dan 2.) je malo
veéi broj zabijezen u Uzorku 1. (5,0 x 10° CFU/ml), a malo manji broj u Uzorku 3. (3,0 x 10°
CFU/ml) (Tablica 4., Tablica 8.). Od 4. do 10. dana nije zabiljeZena prisutnost ameba A.

castellanii, ni u Uzorku 1., ni u Uzorku 3. (Slika 45.).
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Broj ameba (Acanthamoeba castellanii)
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Slika 45. Usporedba izmedu Uzorka 1. i Uzorka 3. - Broj ameba Acanthamoeba castellanii
u uzorku rijeke Cabranke u razdoblju od 10 dana. Broj ameba pra¢en u periodu od 10
dana. Na pocetku pokusa je uzorak vode ¢uvan u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, a kasnije
je nakon dodatka ameba Cuvan na sobnoj temperaturi (22 °C). Rezultati su statisti¢ki
obradeni, izraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija.
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5. RASPRAVA

Vrste Acanthamoeba domacini su mnogobrojnim unutarstani¢nim patogenima poput
bakterija iz roda Francisella. Ameba A. castellanii prisutna je svugdje u prirodnom vodenom
okolisu, kao i vrste bakterija iz roda Francisella (2). U vodenom okolisu kao dio biofilmova,
amebe su povezane s bakterijama. Ova ameba Cesto se koristi u laboratorijskom radu kod
proucavanja unutarstani¢nog zivota bakterija. DosadaSnja istrazivanja pokazala su da je u
mediju koji sadrzi amebe izrazeniji rast brojnih bakterija (primjerice iz roda Legionella,
Mycobacterium, Chlamydia), pa tako i bakterija iz roda Francisella (3,68). 1z tog se razloga
neke vrste protozoa smatraju opasnim za prijenos tularemije, posebice putem prirodnih
povrsinskih voda (4). Evolucijskim mehanizmima F. novicida razvila je sposobnost da prezivi
1 razmnozava se unutar ameba kako bi opstala u vodenom okoliSu. Dakle, vrlo ¢esto gdje je
Francisella prisutna negdje u prirodnom vodenom okoliSu, tamo su Cesto prisutne razne

protozoe poput A. castellanii (70,71,72,73).

Primjerice, bakterije iz roda Legionella Zive u prirodnom ili umjetno napravljenom
vodenom okoliSu, a mogu se pronaéi i na vlaznom tlu. Rast Legionella u mediju koji sadrzi
amebe izraZzeniji je zato §to amebe pruzaju zastitu od nepovoljnih vanjskih ¢imbenika, poput
klorinacije (82). Takoder provedeno je i jedno istrazivanje koje je pokazalo da bakterije
Legionella pneumophila i F. novicida uspjeSno prezivljavaju i razmnozavaju se unutar
protozoa, odnosno unutar amebe Dictyostelium discoideum. Tim istrazivanjem dobiveni su
rezultati da broj bakterija F. novicida doseze maksimum 48 sati nakon infekcije amebama. U
istrazivanju se Zeljelo ispitati i kako utje¢u druge tvari (citokalasina D) na ulazak bakterija u
amebu D. discoideum. Naime, utvrdeno je da dodatak i koncentracija tvari poput citokalasina

D ne utjece na rast bakterija L. pneumophila i F. novicida u amebi D. discoideum (83).

Glavni cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj ameba A. castellanii na ukupan
broj bakterija u rijeénoj vodi na primjeru rijeke Cabranke u periodu od 10 dana. S obzirom da
sam u zavr$nom radu istraZivao preZivaljavanje bakterije F. novicida u rijeci Cabranki, motiv
za temu ovog diplomskog rada bio je nastavak istrazivanja mikrobiologije rijeke Cabranke. U
zavr$nome radu donesen je zakljuéak da F. novicida prezivljava u rijeci Cabranki, ali joj se

broj s vr.emenom smanjuje (84).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju slijedece: za pocetak se zeljela utvrditi

mikrobiologija rijeke Cabranke bez ikakvog dodatka (ili ameba ¥/ili francizela). Rezultati su
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bili slijedeci: ukupni broj bakterija na 22 °C iznosio je 56 CFU/ml, ukupni broj bakterija na
37 °C iznosio je 40 CFU/mI, broj enterokoka iznosio je 1,440 x 10%® CFU/100 ml, broj
ukupnih koliforma iznosio je 1,040 x 10® CFU/100 ml, a broj Clostridium perfringens iznosio
je 42 CFU/100 ml. U uzorku rijeke Cabranke nije zabiljezen porast ni E. coli ni fekalnih
koliforma. Navedeni rezultati prikazani su u Tablicama 3., 5. i 7. u stupcu ,,DAN 0.“. S
obzirom da je uzorak vode iz rijeke Cabranke prikupljen na podru¢ju donjeg toka te rijeke, ta
je rijeka promatrana i proucavana kao rekreacijska voda odnosno voda za kupanje. Prema
Uredbi o kakvoci voda za kupanje standardi za ocjenu kakvocée voda su crijevni enterokoki i
Escherichia coli. Naime, prema ovoj Uredbi kriterij za E. coli je zadovoljavaju¢, ali za

crijevne enterokoke nije: maksimalna vrijednost trebala bi iznositi < 400/100 ml (81).

Jedan od ciljeva rada bio je napraviti usporedbu broja bakterija izmedu tri razli¢ite
vrste uzoraka. Dakle, kao $to je prikazano u rezultatima, u obliku grafova je napravljena
usporedba razli¢itih vrsta i kategorija bakterija te ameba A. castellanii izmedu Uzorka 1.,
Uzorka 2. i Uzorka 3..

Usporedbom prezivljavanja ukupnog broja bakterija na 22 °C izmedu Uzorka 1., 2. i
3., mozemo zakljuCiti da bakterije najslabije prezivljavaju u Uzorku 2. (uzorak u koji je
dodana samo F. novicida). Ukupni broj bakterija na 22 °C vrlo sli¢no raste izmedu Uzorka 1.
i Uzorka 3. (dodana i F. novicida i A. castellanii), iako je desetog dana nakon inokulacije za

nijansu veéi porast bio u Uzorku 1. (dodana samo A. castellanii) (Slika 37.).

Usporedbom prezivljavanja ukupnog broja bakterija na 37 °C izmedu Uzorka 1., 2. i
3., mozemo zakljuéiti da bakterije ponovno najslabije prezivljavaju u Uzorku 2. (uzorak u koji
je dodana samo F. novicida). Ukupni broj bakterija na 37 °C vrlo sli¢no raste izmedu Uzorka
1. (dodana samo A. castellanii) i Uzorka 3., ali desetog dana nakon inokulacije je ipak veci

broj zabiljezen u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i A. castellanii) (Slika 38.).

Usporedbom prezivljavanja enterokoka izmedu Uzorka 1., 2. i 3., mozemo zakljuditi
da enterokoki najslabije prezivljavaju u Uzorku 2. (dodana samo F. novicida), te u tom uzorku
8. 1 10. dana nije uopce zabiljezen porast enterokoka na hranjivim podlogama (Slika 39.).
Prilikom usporedbe broja enterokoka izmedu uzoraka Uzorkak 1. (dodana samo A.
castellanii) i Uzorak 3. (dodana i F. novicida i A. castellanii), rezultati pokazuju da
enterokoki vrlo slicno rastu u tim uzorcima, ali desetog dana nakon inokulacije je ipak za

nijansu veci porast zabiljezen u Uzorku 3 (Slika 39.).

75



Ako usporedimo prezivljavanje ukupnih koliforma izmedu Uzorka 1., 2. i 3., mozemo
ponovno zaklju¢iti da bakterije najslabije prezivljavaju u Uzorku 2. (dodana samo F.
novicida), te u tom uzorku ve¢ 4., a zatim i 8. i 10. dana nije uopée zabiljezen porast ukupnih
koliforma na hranjivim podlogama (Slika 40.). Uzorak 1. i Uzorak 3. se 2. dana podosta
razlikuju (podosta veéi porast u Uzorku 1.), zatim imaju vrlo sliénu putanju rasta broja

bakterija, a u konacnici (dan 10.) je za nijansu veci porast zabiljezen u Uzorku 1. (Slika 40.).

Usporedbom prezivljavanja bakterije C. perfringens izmedu Uzorka 1., 2. i 3.,
zabiljezena je jednaka situacija u sve tri vrste uzoraka, odnosno mozemo zakljuciti da uzorak
rijeke Cabranke nije pogodan medij za rast C. perfringens. Naime, 0. dana je u sve tri vrste
uzoraka zabiljezen porast od 42 CFU/100 mL, a slijede¢ih dana (2., 4., 8. 1 10. dan) nije uopce

zabiljezen porast C. perfringens u nijednome od sve tri vrste uzoraka (Slika 41.).

Pracenjem broja bakterije E. coli u razli¢itim uzorcima tijekom deset dana, mozemo
zaklju¢iti da uzorak rijeke Cabranke nije pogodan medij za rast ove bakterije, odnosno ova
bakterija nije bila prisutna u rijeci u trenutku uzorkovanja. Naime, u nijednome od sve tri

vrste uzoraka nije zabiljezen porast na hranjivim podlogama (ukljuc¢ujuéi i 0. dan) (Slika 42.).

Jednaki rezultati kao i kod E. coli, zabiljeZeni su i kod fekalnih koliforma. Naime, u
nijednome ispitivanom uzorku nije zabiljezen porast fekalnih koliforma na hranjivim

podlogama (ukljucujuci i1 0. dan) (Slika 43.).

Usporedba prezivljavanja F. novicida nije pra¢ena izmedu sve tri vrste uzoraka, nego
izmedu uzoraka Uzorak 2. i Uzorak 3., jer u Uzorak 1. nije prethodno dodana F. novicida.
Dakle, usporedbom Uzorka 2. i Uzorka 3., mozemo zakljuciti da F. novicida u konac¢nici bolje
prezivljava u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i A. castellanii), a slabije u Uzorku 2. (dodana
samo F. novicida) (Slika 44.). Veci broj bakterija zabiljezen je u Uzorku 3. ve¢ 4., 8. i 10.
dana. Iz grafa (Slika 44.) je vidljivo kako u Uzorku 2. s vremenom dolazi do pada broja F.

novicida, dok u Uzorku 3. broj ostaje na istoj razini, odnosno nema tendenciju prema padu.

Usporedba prezivljavanja A. castellanii nije pracena izmedu sve tri vrste uzoraka, nego
izmedu uzoraka Uzorak 1. i Uzorak 3., jer u Uzorak 2. nije prethodno dodana A. castellanii.
Dakle, usporedbom Uzorka 1. i Uzorka 3., vidljivo je da u obije vrste uzoraka broj A.
castellanii ve¢ 2. dana pada (Slika 45.). Drugog dana je malo veéi broj ameba zabiljezen u

Uzorku 1. (dodana samo A. castellanii), a malo manji broj u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i
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A. castellanii). Cetvrtog (dan 4.), osmog (dan 8.) i desetog (dan 10.) dana nije zabiljeZena
prisutnost ameba A. castellanii, ni u Uzorku 1., ni u Uzorku 3. (Slika 45.).

Iz svega navedenog moze se zakljuéiti slijedeée: gotovo kod svih vrsta bakterija
(ukupni broj bakterija na 22 1 37 °C, ukupni koliformi, enterokoki) najslabiji porast zabiljezen
je u Uzorku 2. (dodana samo F. novicida), te je utvrdeno da je statisticki znacajno manji u
odredenim vremenskim razdobljima nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na ostale uzorke
(Uzorak 1. i Uzorak 3.).

Uzorak 1. (dodana samo A. castellanii) i Uzorak 3. (dodana i F. novicida i A.
castellanii) imali su vrlo sli¢an rast bakterija; u nekim sluc¢ajevima bakterije su bolje rasle u
Uzorku 1. (ukupni broj bakterija na 22 °C, ukupni koliformi), a u nekim slucajevima su bolje
rasle u Uzorku 3. (ukupni broj bakterija na 37 °C, broj enterokoka). Medutim, treba naglasiti
da iako je izmedu Uzorka 1. i Uzorka 3. zabiljezen vrlo sli¢an rast bakterija, znalo je biti
slucajeva da su se poneki time pointovi podosta razlikovali (primjerice 2. dana kod ukupnih
koliforma, Slika 40.). Naime, drugog dana nakon inokulacije (dan 2.) broj ukupnih koliforma
je kod Uzorka 3. bio statisticki znac¢ajno manji (p < 0,05) u odnosu na Uzorak 1. (Slika 40.).
To je jedini slucaj kod kojeg je zabiljezena statisticki znaCajna razlika u broju bakterija

izmedu Uzorka 1. i Uzorka 3..

Nadalje, moZemo zakljugiti da uzorak rijeke Cabranke nije pogodan medij za rast C.
perfringens, E. coli te fekalnih koliforma, odnosno rijeka Cabranka nije kontaminirana tim
bakterijama. Naime, u ova tri slucaja kod sve tri vrste uzoraka zabiljezena je jednaka situacija:
nije uopce zabiljezen porast broja odnosno prisutnost bakterija na hranjivim podlogama (Slika
41., 42., 43.). Sto se ti¢e F. novicida, ona bolje prezivljava u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i
A. castellanii), nego u Uzorku 2. (dodana samo F. novicida) (Slika 44.). I na kraju, u slu¢aju
A. castellanii drugog dana je zabiljezen veéi broj ameba u Uzorku 1. (dodana samo A.
castellanii), a malo manji broj u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i A. castellanii). Medutim,
vec Cetvrtog dana (dan 4.) nije zabiljezena prisutnost A. castellanii u uzorcima, ni kod Uzorka
1., ni kod Uzorka 3. (Slika 45.).

Takoder, cilj ovog diplomskog rada je bio ispitati utjecaj ameba Acanthamoeba
castellanii na broj bakterije u rijeénoj vodi na primjeru rijeke Cabranke u periodu od 10 dana.
Dakle, A. castellanii je dodana u Uzorak 1. i Uzorak 3.. Broj A. castellanii u periodu od 10
dana u Uzorku 1. prikazan je na Slici 19., a broj A. castellanii u Uzorku 3. prikazan je na Slici

35.. Usporedba izmedu Uzorka 1. i Uzorka 3. prikazana je na Slici 45.. Kao §to je ve¢ receno,
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drugog dana je zabiljeZen veci broj ameba u Uzorku 1. (dodana samo A. castellanii), a malo
manji broj u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i A. castellanii). Medutim, ve¢ Cetvrtog dana
(dan 4.) nije zabiljeZena prisutnost A. castellanii u uzorcima. Na temelju rezultata zabiljezenih
drugog dana (dan 2.), mozemo zakljuciti da je u ovome slu¢aju amebama pogodnije kada se
nalaze same u uzorku rijeke Cabranke, nego kada se nalaze zajedno s F. novicida, odnosno
prisutnost F. novicida brze smanjuje broj ameba u uzorku. Dakle ne mozemo reci da je ameba
bakterije pojela odnosno fagocitirala, nego prije mozemo zakljuciti da je francisella pojela
hranjive sastojke amebama te one zbog toga slabije prezivljavaju kada se nalaze zajedno s
francizelom u uzorku rijeke Cabranke, nego kada su same (bez francizele). Medutim, ne
smijemo zaboraviti da nakon nekog vremena (nakon 4. dana) nije zabiljeZena prisutnost A.
castellanii ni u Uzorku 1. (dodana samo A. castellanii), niti u Uzorku 3. (dodana i F. novicida
i A. castellanii). Razlog tomu mozZe biti nedostatak hranjivih tvari nakon 4. dana (bez obzira

na to jesu li amebe u uzorku prisutne zajedno s francizelom ili su samostalne).

Takoder, cilj ovog diplomskog rada bio je pratiti utjecaj F. novicida na broj bakterija u
rije¢noj vodi. Dakle F. novicida dodana je u Uzorak 2. i Uzorak 3.. Broj F. novicida u Uzorku
2. prikazan je na Slici 27., a broj F. novicida u Uzorku 3. prikazan je na Slici 36.. Usporedba
izmedu Uzorka 2. i Uzorka 3. prikazana je na Slici 44. Kao $to je ve¢ reCeno, graficki je
odmah vidljivo da F. novicida bolje prezivljava u Uzorku 3. (dodana i F. novicida i A.
castellanii), nego u Uzorku 2. (dodana samo F. novicida). Dakle iz ovoga moZzemo zakljuciti
da Francisella bolje prezivljava kada se u uzorku nalazi zajedno s A. castellanii, nego kada se
nalazi samostalno. Ovaj rezultat potkrepljuje teoriju da Francisella u prirodi dugotrajnije
prezivljava u cistama A. castellanii, nego u samostalnom obliku (70,71,72,73). Mozemo
zakljuditi da se na primjeru uzorka rijeke Cabranke Francisella razmnoZava unutar amebe A.

castellanii, odnosno duZe opstaje uz prisutost protozoe A. castellanii.
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6. ZAKLJUCAK

S obzirom na dobivene rezultate tijekom izrade ovog diplomskog rada, doneseni su

slijedeci zakljucci:

e Prema Uredbi o kakvoéi voda za kupanje rijeka Cabranka nije pokazala

zadovoljavajuci kriterij zbog prevelikog broja crijevnih enterokoka,

e Rijeka Cabranka nije pogodan medij za rast C. perfringens, E. coli te fekalnih
koliforma, odnosno rijeka Cabranka nije pogodna za preZivljavanje navedenih

bakterija,

e Sve ispitivane vrste bakterija najslabije preZivljavaju u uzorku vode iz rijeke Cabranke

u koji je dodana samo F. novicida,

e Izmedu uzoraka u koji je dodana samo A. castellanii i uzoraka u koji je dodana i A.
castellanii i F. novicida zabiljeZzen je vrlo slican broj bakterija (nije zabiljezena
statisticki znacCajna razlika), te ne mozemo zakljuciti da A. castellanii ima utjecaj na

broj ostalih prethodno prisutnih bakterija u uzorcima,

e Amebama je pogodnije kada se nalaze samostalno u uzorku rijeke Cabranke, nego

kada se nalaze zajedno s F. novicida,

e Cetvrtog dana nakon inokulacije (dan 4.) nije zabiljeZena prisutnost A. castellanii u
niti jednome od uzoraka, bez obzira na to jesu li amebe u uzorku prisutne zajedno s

francizelom ili su samostalne,

e F. novicida bolje prezivljava kada se u uzorku nalazi zajedno s A. castellanii, nego

kada se nalazi samostalno u uzorku rijeke Cabranke.
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