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AmebaAcanthamoeba castellangrotozoa je koja pripada roddmoebae aLYL VORERGQR
SULURGL QD WOX L X YRGL 9HULQD YUVWD VX W]Y RSRUW
PRJX L]D]JYDWL LQIHNFLMH SRVHELFH NRG ALYRWLQML
Acanthamoebarrste opasne X JERJ WRJD aWR PRJX X]JURNRYDWL EROF
amebnog keratitisa. VrstAcanthamoebaGRPDULQL VX PQRJREURMQLP XC(
patogenima poput bakterija iz rodagionella Mycobacterium Chlamydiai Francisella
%WURMQD LVWUD alayda G&FancisdllaSFONPPRAaDYD XQXWDNM DPHED
castellani WH VH VWRJD RYD SURWR]JRD VPDWUD YDAQRP X SU
LIYRUVNLK L SRYUALQVNLK YRGD (YROXFLMVNLP PHKDQL]I
VSRVREQRVWL XGRXWDUWH &LFYHHE D 0 R J i QoRisidy GED SWHBELMIH L
UD]J]PQRAaDYD VH XQXWDU DPHED YHRPD MH YDAQD ]D QMH]LC
bio je ispitati utjecaj amebaA. castellaniina broj bakterijaX ULMHpPQRM YRGLt *RUVNI
rjecic yDEUDQNL 8 X]J]RUNH VX LkQRextkadije bDeDd. dasiellhHiited Q H
bakterijeF. novicida U jedan od uzoraka inokuliran@ samo ameba. castellanij u drugi

uzorak inokulirana jeano bakterijaF. novicida D X WUHUL X]R &uBtvie@RNiX OLUD C
F. novicida iamebaA. castellani % URM EDNWHULJWMDpLWH WUWWH XPRUDND
periodu od 10 danadBroj amebaA. castellaniuwW YUyHQ MH SRPRUOX 1HXEDXHU
LQYHUWQLP PLNURVNRSRP D EURadenYveDiddnkkeHibrate kUL MD
PHWRGRP QDVDYLYDOQMDN&d@ dobheighMaziltdtaS & §vakiRodl Hbojedine
YUVWH X]JRUDND UH]XOWDWL VX VWDWLVWLPpNL REUDYHQL
da A. castellanii nemautjecaj na brojostalih prethdno prisutnin bakterija u uzorcima.
S5H]XOWDWL LVWUDaLYizkaMde SoBdAdM)é XadX sé malakéHsamostaino
X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QH JFRnoNicdg Dok n@YiDidaboljsl |DMHG ¢
SUHALYOMDYD NDI®DDVIH]RMHBORXVOQDPHEDPD 8WYUVYHQR MF
SUHALYOM®RIDRGHK L] ULMHNH yDEUDQN H-. XovitcidadvRretvaH G R G D
BUHGEL R N®2d XUpanjeWIRMHND yDEUDQND QLMH SRND]DOD ]DGH
prevelkog U RMD FULMHYQLK HQWHURNRND PHYXWLP X ULMHND
C. perfringens E. coli WH IHNDOQLK NROLIRUPD yYyHWYUWRJ GDQD Q
]DELOMH aH QDcBtgllaniX el oms\bd uzoraka.



.OM X p QH Adanthahjpeba castellapiFrancisella novicida ULMHND yDEUDQND
RNROL& WXODUHPLMD XQXWDUVWDQLpPQL ALYRW



SUMMARY

The amoebacanthamoeba castellans a protozoan belonging to the geArnoebae This
amoeba lives freely in nature; on land and in water. Most species-asdlesbopportunistic
pathogens, however, some species can still cause infections, especially in animals and
immunocompromised individualsAcanthamoebaspecies are dangerous because they can
cause diseases such as encephalitis and amoebic keratiisthamoebaspecies host
numerous intracellular pathogens such as bacteria of the desgicmella Mycobacterium
Chlamydia and Francisella Numerous stdies have shown thaErancisella reproduces

within amoebae such as castellanij and therefore this protozoa is considered important in
the transmission of tularemia, especially through spring and surface watesugh
evolutionary mechanisms, many sps of bacteria have developed the ability to survive
within amoebaeThe ability of F. novicidato survive and multiply within amoebae is very
important for its survival in the aquatic environmehhe aim of this study was to examine

the influence of tb amoebaAcanthamoeba castellanin thenumber of bacteria invater

from river of Gorski kotar- WKH ULYHU Cerfal WLOnQeNtEations of amoebka
castellaniiand bacterid. novicidawere added to the samplé& one of the samples was
inoculated only amoebaA. castellanij to the second sample was inoculatealy the
bacteriumF. novicidg and to the third sample were inoculated katioebaA. castellaniiand
bacteriaF. novicida The number of bacteria between the three different types of sawgxes
monitored over a period of 10 dayshe number oimoebaeA. castellaniiwas determined

using a Neubauer chamber amd/ert microscope, and the number of other bacteria was
determined by membrane filtration and by planting on nutrient médiar the obtained

results for each of the individual types of samples, the results were statistically processed and
then compared with each othéirwas concluded that the amoebdacastellaniihad no effect

on the number of other previously present bacteriagrstimplesThe results of the research
show thatfor amoebae is morsuitableenviromentwhen they are found alone in a sample of
WKH ULYHU yDEUDQND WKDQ ZKHQ WKH\PhdHcidRWh@®EG WRJIHV
F. novicidasuwives better whensiin the sample along with amoebdiewas also found that

the bacteria the least surviviesa sample of wateio which onlyF. novicidawas previously
added.According to the documerd UHGEL R N @& Xpéardje YW&H ULYHU yDEUD
did not show aatisfactory criterion due to the excessive number of intestinal enteroitwcci

7KH ULY HU igyriotalsmtgbhd nedium for the growth of bacteria sudb. gerfringens



E. coli and fecal coliformsOn the fourth day after inoculation (day 4), ttweesence oA.

castellaniiwas not recorded in any of the samples.

Key words: Acanthamoeba castellaniFrancisella novicida W KH ULY H lgyaidce UD QN D

environmenttularemia intracellular life
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1.1. Rod Francisella

Rod Francisella pripada porodiciFrancisellaceae Rod Francisella spp REXKYDUUD
vrste tularensis novicida hispaniensis philomiragia te noatunensis Nedavno su rodu
Franciselladodane nove vrst&. guangzhouensi$. saling F. frigiditurris, F. piscidida F.
opportunistica F. uliginis i F. adeliensigTablica 1.). Bakterije ovog roda su zapravo gram

negativni kokobacili.

, VW U D a L YAre@QdidHa YIRS HOR MH GDYQH
F. tularensis(grad Tulara, Kalifornija, SAD). Tada j€. tularensisGHILQLUDQD NDR X]U
AEROHVWL VOLYRMM WHKILQDpH MDYOMD X YMHYHULFD
SRGUXMMXDALYDQMD IUDQFL]J]HOH RGQRVQR WXODUHPLMH EI

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

JRGLQH NDGD




'DQD&E&QMD LVWUDALYDQ VmanSiseMB XK YHNR LMUDVBGR VYV
QHJR aWR WHENdSEMMHORULYVXWQED VYXJGMH X RNROL&AX YRGL
=D pRYMHND VX QDM]QDpD M @FLt\atensiBiORL philo@itayldR IssROVED LM H Y U
francizela moga rasti na hranjmi podlogama potreban je dodatak raznih nutritivnih tvari
poput L-cisteina, alfeketoglutaU DW D L aH O MH]R.Yrikul&tijd RarRixel® proRodi
se na 37 °C, 24 VDWL D SRQHMDI&nal PGzXiddrd porast francizela na
PRNRODGQRRpPDYDWPR X REOLNX VLYNDVWLK JODWNLK NRC
SUDYLOQRJ RNUXJORJ REOLND 7DNRYHU NRULVWH VH L
IUDQFLJ]HOD VWYRUL XVNX J]JRQX DOID KHPROL]J]H GMHORP/|
.RULVWH UL mBtRdé ltakisQridmije, znanstvenici su francizelu smjestili u tzv.agam
podskupinu proteobakterija)5

1.1.1. Francisella tularensis subsp. tularensis

Francisella tularensissastoji se od tri podvrstenediastatica holartica i tularensis
(Tablica 1). Prije se u tu grupu svrstaval&.novicida PHYyXWLP JERJ QRYLMLK LV
svrstana je uasebnuvrstu (6 'YLMH RG WUL QDEURMDQH SRGYUVWH V:
F. tularensissubsp.tularensis(tip A) te F. tularensissubsp.holartica (tip B). Naime, ove
GYLMH SRGYUVWH WLS $ L WLS % X]JURN VX WXODUHPLM
YLUXOHQFLML JHRJUDIVNRM UDVSURVWUDQMHQRVWL WH
pojavljuje se tip B (subsmolartica W H X]U R NokkNbdoleds.dp A l(suBsptularensis
MDYOMD VH XJODYQRP QD SRGUXpMX 6MHYHUQH $PMHULNH
VWRSRP VPUWQRVWL X pbRYMHND

Genotipizacija podvrst#&. tularensisprovodi se raznim suvremenim molekularnim
metodama, SULPMHULFH SXOVLUDMXURP JHO HOHMMWWRIRUH]R
RGUHYHQD VX WUL WLSD $D $ELS$ OHYyXVREQR VH UD]O
Najvirulentnijom smatra se tip AL{8). SojF. tularensissubsp.tularensis(tip A) izoliran je
L] NRAQH X OFHU DE gaodide. jNa2van i€M$Ehu S4.(9

8 GDQDaQMHFrdntisglld LMBHDRHMRIJHQH]D WXODUHPLMH VYH YL
X VYLMHWX VX VYH YL&A&H DNWXDOQH WHPH SRSXW WHURU
mogX iQRVW L |JORXSRUDEH IUDQFLJHOH X WH VYUKH 1DMRSEL
bakterija tipa A (subsptularensis QDNRQ UHVSLUDWRUQRJ XQRVD GD E

2



PRYMHND SXWHYL SULMHQRVD VX UD]OLPLWuUtemSRSXW
PODQNRQRAFLPD WH NUR] NR&X L NRQMXN W ltiaXenssERJ RY|

subsp.tularensis zahtjeva rad u tzv. BSB laboratorijima + laboratoriji visokog stupnja

1D 3 \LQW H

1.1.2. Francisella tularensis subsp. holarctica

Francisella tularensisubsp.holartica WLS % MDYOMD VH QD SRGUXpN
7LS % QLMH YLUXOHQWDQ NDR WLS $ WH GRYRGL GR NOLQ
stopa smrtnosti. Subspolarctica VSHFLILpQD MH SR WR Pdlatk@VedhinV H SRY L
VWDQLAWLPD WH JORGDYFLPD N Rddut deiRoveD (HZaXimiRGL L X]
pLQMHQLFD MH WD GD RYD SRGYUVWD IUDQFL]JHOH WLS %
protozoama. Vektor prijenosa bakterije je komarac ili kjpel WH VH W D NRNEtRSOHVW P |
PRYMHND QD).pRYMHND

SRpHWNRP VW ]1QDQVWY H fplakctica(ti B) koBstr@raliUavWH V XE'
LVS =*so0j (engl.live vaccine straip (13). LVS + VRM LOL VRM &4LYXUH YDNFL
subkultivacijom lakterije F. tularensis subsp. holartica uzastopnom intraperitonealnom
LQIHNFLMRP PLAHYD RDLNWIMX] MHD PRRIM W NelaDiznimd H Y D
nastanka LVS+ VRMD VPDWUD VH VOumDWQ DO RYNWDIFALMQHIIBRVY
certificirano cjepivoprotiv tularemije. Naime, LVStVRM MR& XYLMHN QLMH X SRW
]JDELOMHAHQR MH GD L GRYRGL GR EROHVWL X LPXQRNRP:
XPpLOQNRYLWR SULPMHULFH ]D ]D&aw HWXP PGVUDD/N XV Y H [ LbkQ KSR N
(16).

1.1.3. Francisella novicida

.DR aWR MH YH GravsBRIR HQYXIRYUEAWHQD MH X SRVHEQX
R G U H Jeidd@ipsKih razlika izolata (37 Prvi puta izolirana je 1950. godine iz slane vode u
]JDOMHYX 2JGHQ %D\ X DPHULpNRM VDYH]QRM GUADYL 8WD¥
PRUIRORANL F tularensi @IL keQriile se uspostavilo da e novicida |QDpDMQR
manje virulentnate da fermentira saharozt. novicidageografskie zastupljena u Australiji
(18).



F. novicida YUOR ULMHWNR PRaH XJURNRYDWL EROHVW QDI
bolesnika (opisanoekoliko primjera u SABu) (19,20 1DMYL&H |DELOMataaei QLK VO
F.novicdaSRYH]DQR MH V YRGHQLP HNRVXVWDYLRMRH)ERUDWD L

lako F. novicida QLMH WROLNR RSDVQD ]D ]JGUDYRJ pRYMHND
PRaH X]JURNRYDWL EROHVW X YLaH RG el Ynejmub® MV N L K
YMHYHULFD SVD @DpDNWWUDBLIBYMD WXODUHPLMH QD OL
YHRPD VX SUDNWLpQD MHU X PL&HYD VH MDYOMD EROHVW Y

Pozitivni porastF. novicidana hranjivim podlogama vidimo u oblikurgzirno bijelih
SUDYLOQR RNUXJOLK NRORQLMD =D RYX JUDP QHJDWLYQX
UD]J]PQRAaDYDQMH 7 U HE bovigifan@bje/ zaltjevné Ba tkgbj na hranjivim
podlogama nego primjerice vrska tularensis 7DNRYyHU L SUDNWLpPpQIEMD MH ]I
novicida UH QD WI]Y &*%$ d@sidndgiucoselab® agar QDUDVWL YHU QDN
VDWD GRN UHtuntehdshvakastiltdkida 3 do 7 dana J22

GenomF. novicida VDVWRML VH RG p®DN 71HOQHDQ LVRIW OXAaQL
stvaranje energije, prijenos i modifikaciju DNA, metabolizam ugljikohiditatebiosintezu
aminokiselina (23 O0H Yy X W LI tulr&&ssubsp.holartica LVS i F. tularensissubsp.
tularensisSchu S4, ti geni su inéikirani (24).

.DR aWR MH Y¥Hnbvitiddpil¢ @paasna za zdravu osobu, te je to jedan od
UD]J]ORJD |DaA&WR MH XSUDYR RQD RGDEUDQD NDR EDNWHULN
F. novicida SRJRGQD MH ]D ODERUDWRULMYVN Dpadsebhitd B8 2YD QMD
ODERUDWRULMLPD ODERUDWRULME néticda N R B W QINRI L] D2
HNVSHULPHQWDOQLP LVWUDALYDQMLPD WXODUHPRMH SR\

tularensis(21).

1.2. Tularemija

1.2.1. Epidemiologija tularemije s naglaskom na vodene ekosustave

SRVWRMH UD]OLpLWL SXWHYL SULMHQRVD WXODUHPL
ALYRWLQMRP SXWHP KUDQH NRQWDPLQLUDQH ALYRWLQMV

putem vektora (komarcigelji, muhg (25).



1DM]QDpDMQLML pODQNRQRAFL NRtMdrenBiP®D X8 R &K XP WA
Europe su krpelji (vrstdxodes ricinus Ixodes persulcatus Dermacentor reticulans
1DGDOMH &@WR VH WLpH SULMHQRVD ®$XWIOD MpUHEY K RIH NRL
NRQWDNWX VD |JHpHYLPD WLMHNRP ORYD WLSLpPQR ]D VUHC
LQIHNFLMD VH QD M@iéatdH2BELUL XERGRP

8 YRGHQLP HNRVXVWDYLPD QDM pAH. ataldrensidHsuldspR OL U D Q
holarctica, dok se subspularensisne pPRYH]XMH V YRGHQLF abyitdhQdadw L P D
YRGHQD VWDQL&WD WLSLpQD |]D NRPDUFH WLMHNRP UD]Y
NRPDUDFD 2VLP NRPDUDFD A4LYRWLQMH WLSLpQH ]D YRG
NDUDNWHULVWLPpQL ]D SRGUXpMH 6MHYHUQH $PHULNH L 61
RGUAaDF/DIQdnsisX YRGHQRP RNROLAX

/IMXGL NRML QDMpHaUH REROMHYDMX RG WXODUHPLMH
veterinari, rekreativci, aufiLp QX VNXSLQX V@ipkedeMtKicil(2q D& iRfekEjeVv
QDMpHaUH GROD]L XGLVDQMHP LQIHNWLYQRJ DHURVROD

Mnogobrojne studije pokazale su ¢a tularensis X YRGHQLP HNRVXVWDYL!
SUHALYMHWL L GR QHNROLNR PMHWHFDL V.B R AW B DNHF LYH © ¥ S
X IDMHGQLFL V SURWR]RDPD 1HNROLNR VOXpDMHYD SRN

kontaminirane vode ili leda (25,26

1.2.2. Tularemija u ljudi

.DR aWR MH YHUO VSRPHQXWR WXODHFE HRiehXsukspOM X G L X
tularensis (tip A) i subsp.holarctica WLS % 7LS % MDYOMD VH QD SRGL
KHPLVIHUH GRN VH WLS $ MDYOMD VDPR QD SRGUXpMX 6Mt
opasniji i infektivniji, te ishodER OHV W L P Roadsarkt (Y. VWaime, Pstudife su pokazale
kako je dovoljno samo 180 bakterije podvrste subspularensisGD EL GRAaOR GR LQI}F
5HVSLUDWRUQL SXW MH QDMpH&aUL SXW XQRWDdaRaYH EDN\
Potencijalni rezervoari infekcie mogu LWL UD]JOLpLWL SRSXW JORGDY!
(dvojezupci) (Slika 1) (27).

AWR VH WLpH ROELRMpNRBAN XYJNRNRYDWL UD]JOLpLWH REO

mjestu ulaska bakterije u organizam. Oblici bolesti su: glandularni, ulceroglandularni,
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okXORJODQGXODUQL L DQJLRifo@hi iR &@admihalniVv idblikS @ i QL
BOFHORJODQGXODUQL REOLN MH QDMpHauL WLS WXODUHP
izravnimkontaN\WRP VD |JDUDAHQRP ADYRM LQMRERpPpHWN XziBQIHNFLM
NRMD VH NDVQLMH UD]JYLMD X pLU yLU QDVWDMH X UD]GF
PHyXWLP JRWRY MH EH]JERODQ $NR VH SDN UDGL R JODQ
SRYLAHQD WHPSHUDWXUD JODYREROMD RIDI@PM B OO ERINQW. K
bYRUR YfajePojaya lezija (25 2 RNXORJODQGXODUQRP REOLNX EROH
GR LQRNXODFLMH EDNWHULMH X RNR 8QXWDU QHNROLNR C
gnoja i konjuktivitisa. Nadalje, do angioznog oblika ahn@imije dolazi konzumacijom
NRQWDPLQLUDQH KUDQH LOL YRGH G6LPSWRPL VX SRYHUDC
XSDOD 4a&GULMHOD IDULQNVD

30XiQL REOLN EROHVWL QDVWDMH XGLVDQMHP DHUF
LJOXpHYLQDPD Y/RPWDAMODLKIAMUL]LPQLMRP VNXSLQRP VPDW
UXUDOQLP SRGUXpMLPD 2YLVQR R LQIHNWLYQRM GR]JL L Y
ELWL YUOR RSDVQD D pDN L VPUWRQRVQD .RG DNXW
nedijagnosticirana, iU VH MDYOMDMX VDPNRDRBHPSHPSWREBD. RISUB V
.RG WHALK REOM}B 4ER OWY WD ®ID R N4 O gBi@Kestihalnom
REOLNX PRJX VH MDYLWL EOD&L VLPSWRPL SRSXW aSSUROMH
DNXWQH ER @eélMoataciisrRasnd BrijeMima (31 7LIRLGQL REOLN JULSR]Q|
REOLN EROHVWL NDUDNWHULJLUDMX RSiL VLPSWRPL EH]
DIHNWD 3R VLPSWRPLPD SRGVMHUD QD KkiV&ViE 0BiRLjeWLIXV |
PRJXiUD SRMDYD RVLSD D QDMpH&GH VH MDYOMD NRG WLIR
XND]XMH QD WR GD MH GR&0OR GR EDNWHULMHPLMH SUR
tifoidnog oblikaMDYOMD VH XSDOD SOXuD



DEFINICUA TULAREMIJE: Akutna infektivna bolest divijih zedeva | glodavacs, vzrokovana
bakteriom Froncizella tulorensis; ponata jos kao z&dio groznico

K o Konzumacia Udisanje kontaminirane
!(_ont? o AR nedovoljno termicki praiine
Zivotinjama "
obradencg zedjeg
mesa
A: L7

Putevi prenosenjainfekcije

B:

Divlji zecevisu najcesci
rezervoariinfekcije

(zato je tularemija cestobolest
lovacai njihovih suprugs; zaraze
se prilikom obrade mesa— npr.
direktnim kontaktom infektivnog
materijala sa povredamanakozi)

Slika 1. Putevi prijenosa tularemije. 3ULODJRYyH@&USUHPD L
https://www.svetmedicine.com/images/Infektivne/tularemija2.fpgstupljeno: 21.5.2021.)

1.28ud —Zf 'tecEf — <T'—<oESf

.OLQLpPND VOLND WXODUHPLMH X &LYRWnoQbdrD pBtRaH ELW

LQIHNFLMH D QDMpH&UH VH UDGL R DNXWQRM IHEULOQRM
YL&H RG YUVW.D AaLYRWLQMD

O9HULQD VOXpDMHYD ]DUDAHQLK ALYRWLQMD RSLVDQD
]DUD]JLWL QD U Doaut: kupsrih @ Kopta@ikiranoj vodi, bliskim kontaktom s
GUXJRP ]DUDAHQRP ALYRWLQM#ARGA (3MH SIHBEMHPP P HY D DG HYQRM |
YUXULFD SXVWXOH QD PMHVWX LQRNXODFLMH OLPIDGHQ
PYRURYLPD ]PXIN R Qkifitoda] te anoreksija (35)36



1DGDOMH PQRJR VOXpDMHYD WXODUHPLMH RSLVDQR
PDpDND QDMpH&UH VH MDYOMD X REOLNX JURJQLFH MH]L
VSOHQRPHJIJDOLMH SK¥WISDMWERP HIOWIHQD SRYHiIDQD MHWU
komplLNDFLMD PR&H GRULOD GNH WRUIMLSUHQMHWL LQIHNFLMX
PRYMHND 6SHFLILPQR MH L WR GD PDpND QH PRUD LPDW
DVLPSWRPDWVNL N@kimRetRgamaPRER WBIWGRR ND]DWL LQIHNFLM

2VLP SVD L PDpDND ]J]DELOMHAHQL VX L PQRJREURMQI
GUXJLK ALYRWLQMD SRSXW RYDFD YMHYHULFD PLAHYD F
WXODUHPLMH YUOR Va2é¢ kaiLps¥ (\WsBRY RempepPabural, Dimfadenopatija,
DQRUHNVLMD D IQ YOXORWW Y)D LWKIRGG &WRIDNMDWDEH WXOD
PDMPXQD NOLQLpPND VOLND QDMpHAUH VhekRieQlkidhe WLUD X
jetre, te krvarenp VOX]QLFH FULMHYD NUYDUHQMD X SRGUXpMX \
RYRMQLFD WH QDGHEAKEUHB®bKAZGLMH]WIDDGL R W]Y YMHY
majmuna, te vrstanmt@amarinii talapoin (42).

1.24va "t te.. <Ef tulafendfet « £+ E T

SUHYHQFLMD WXODUHPLMH PRAH VH VDAaHWL X QHNRC
SURVWRULMH JGMH SRVWRML PRJIJXUQRVW VWUXMDQMD NF
NRQWDNW V SRWHQFLMDOQR ]DUDAHQLP ALYRWLQMDPD L
KUDQH ]D NRMX VH VPDWUD GD MH SRWHQFLMDOQR ]DJDVH
sredstva koja odbijaju insekte poput komaraca i krpelja, izbjegavati sjedenje na slami ili

zemlji, redovita dezinfekcija ruku, itd.

IDMpH&aUH W HatDi@dnMd je @uhtikidlipitdeQaminoglikozidima. Tako se u

SAD-X X WHUDSLML SOXUQH W X @atBrudihRI)VNekIR slils¥ WoristiDiQ W LE LF
DOQWLELRWLFL SRSXW NORUDPIHQLNROD VWUHSWRPLFLQD
mnoge nuspdpYH WLK OLMHNRYD SRSXW RWRWRNVLPpQRVWL
RAWHUIHQMH EXEUHJD SUHPHUDMD UD]JYRMD ]XELMX X GM
(stvaractMH NUYQLK VWDQLFD $QWQ@EpRMODLFL VNXSLQH WHWUDF
NRULVWLOL X OLMHpHQMX WXODUHPLMH DOL VH XVSRVWD
do povratka bolesti(30 .RG EODA3ALK REOLND WXODUHPLMH XVSI
ciprofloksacin, DURpPpLWR NRG GMHFH L WUXGQLFD



AWR VH WLpH GDUMPOWHMISRNXWRML FMHSLYR PHyXW
RYODAWHQR 1DLPH livEWBCEiHesRaIMLID L F M6 YIRMR &LY X GH YD
NRML MR& XYLMHN QLMH X SRWS X QFRnoNdla ltiaénsians RSLVIE
holarctica). DaQDV JQDQVWYHQLFL VYH YL&H LVWUD&XMX SRGUXFp
SRNXaDYD VH SURQDiL RGJRYDUDMXiUH FMHSLYR D VYH YL
VWDQLpPpQHUHYPXQRVWL

1.3. Patogeneza i virulencija vrsta Francisella

1.3.1. ,<e<—1ZE« "f—"%o fele—c

Francisella QHPD NODVLpQH PpLQLWHOMH YLUXOHQFLMH SRS
]JERJ VSRVREQRVWL XQXWDUVWDQLpPpQRJ UD]JPQRADYDQMD X
UD]J]PQRADYD XQXWDU GRPDULQD @& bijtlog®iRarizial té B¢ (i D M D
VQDAaQH XRROIRY UMD LVWUDALYDQMD SRND]XMX GD MH pLC
NDSVXOD DOL QMHQD XORJD BREWQULIMIN H RB\W SRV X O PV B
stanicu od fagocitoze, lize posredogaserumskim komplementom te prepoznavanje od
VWUDQH LPXQRORANRR2WLXFP/WDSUXGORIPDIXQOWDUVWDQLPQR.
SRYUaLQL EDNWHULMH RWNULYHQ MH L W]Y WLS ,9 VXVV
adherencije (pranjanja) bakterieXQXWDU VWDQLFD GRPDULQD 2VLP DGK
VXVWDY SLOD LPD L YDAQRVW X L]OXpLYDQM Xtvaranjd ODQp H®
biofilma, te u prijenosu DNA.RG RVWDOLK JUDP QHJDWLYQLK EDNWH
upalnog odgovoramaju i lipopolisaharidi (LPS), koji su sastavni dio vanjske membrane
EDNWHULMD 3ULPMHULFH ]D YLUXOHQFLMX EDNWHULMD Y
VX UD]JOLNH X YLUX OftapdiselM porekan s Ypidvrindsp. D

9DAQX XORJX X YLUXOH Q FravdisePaHyPD MX VIW D B PO UIRLGADL  V
sustavi,proteini unutarnje membrane, proteini vanjske membrane, periplazmatski proteini te
stvaranje bioflma 1DMYDAaQLML SURWHLQL NRMH L]OdgzxMX 6FKX
SHURNVLGD]D SURWHLQ .DW* &@DSHURQL *UR(/ *UR(6 L 'QC
dismutaza SodB (85).

,VWDAaLYDQMLPD MH XWYUYyHQR GD PQRJL RUJDQL]PL V
Toll-Like Receptors pLMD MH XORJD GD XQRROWREMX RGRRYRU INNDGD
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RGUHYHQH NR&#ERIQHDPDWHYL UHFHSWRUL QDOD]Hotagh QD SRY L
GHQGULWLpPpQLK YWFHGEMWDUL QDMpH&UH SUHSR]QDMX EDNW
NRQDPQLFL GRYRGL GR W vitakinX GeRdrrLiMekci® DaRBIVSY Er§aDicad L

obranio nakon infekcije bakterijonfrrancisell dolazi do mehanizma aktivacije TRL

signalnih puteva u fagocitnim stanica@g).

F. tularensis XOD]L X VWDQLFX GRPDULQD IDJRFLWM&®RP YH]
(48,49 JUDQFL]J]HOL IDNWRU HORQJDFLMH () RPRJXUXMH D
Faktor elongacije djeluje zajednopsoteinom FsaP (50,%1Ukoliko je bakterija prekrivena
SURWXWMHOLPD ]D QMHQ XODFOiEceptovi¥d)DQLFX GRPDULQD EL

KadaFrancisella XOD]JL X VWDQLFX GRPDuULQD RQD MH VPMH:
QDpLQ XOD]L NUR] PHPEUDQX X VWDQLFX GRPDULQD )DJRYV
VWYDUD RNR EDNWHULMH NRMD VH DSVRUELUD IDJRFLWR]I
lipidne spavi (engl.Lipid Raft9 te membranski protein kaveolin /LSLGQH VSODYL VX V
RSQH ERJDWH NROHVWHURORP WH VDGUAaH EURMGQUH UHFHS

komunikaciju s patogenom (k2

=DNOMXpPpQR NDGD VYH VXPLEMDRIR frandizeldp LPddaju1 O M H
XQXWDUWVWDRLE QUD]P QR ADHDIQ Mudtav NbiaSippXdldaharid (LPS),
UD]JOLPpLWL VH NilprteiniMswiranje/ biofividleYtzy. Francisella patogeni otok
)32 NRML MH RSLVDQ LppgaMiDaQMHQ X VOMHGHUHP

132 Unuta”e—fecweoc «"'— <« "<"—ZFe . «ES

.DR a4WR MH ¥FHrcistllel KIDQRL X VWDQLFX GRPDULQD V FLO
UDVSRORALYH L]YRUH HQHUJLMH L] XQXWDUVWDQLpPQRJ RN
unutar stanice, md SRYHUDWL SULQRV KUDQMLYLK WYDUL LOL SD
SRSXW EMHODQPpHYLQD JOLNRJHQD L OLSLGD V RE]JLURP
potencijalnih nutrijenata (53,54,%5

Dakle, Francisella ulazi u stanicu procesom fagocitoagsta endocitoze), a nakon
ulaska u stanicu egzistira u fagosomu oko 2 sata. Zatim dolazi dbijerya iz fagosomate
VH SRWRP EDNWHULMD UD]PQRADYD X FLWRVROX =D YULN
GROD]L GR VWY DU D Q MPantizeNuX{énh@. BraNdsélldd contaiting &atuoles
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)&9 IDNRQ WRJD GROD]JL GR XQLAWHQMD VWDQLFD L VWDC(C
procesa, dolazi dnovog ciklusa inficiranja (561) (Slika 2).

Fagocitoza
Novi krug inficiranja

Bijeg iz
fagosom

Stvaranje FCV
(Francisella-containing
vacuoles, FCV)

RazmnoZavanje u
citosolu

Slika 2 ORGHO XQXWDUVWDQLpPpQRJulaensiRVBQRODBRNBOFVBUHP

makrofagima. 3UL ODJR Yy H QzRouS ChoRyD AL Celli, J. The Francisella intracellular life cycle: toward
molecular mechanisms of intracellular survival and proliferation. Frontiers in Microbiol. 2010. (1) 138.

OHYyXWLIPP RVPDNURID]LPD EURMQD LWetBdla PROMD SR
UD]PQRADYDWL L GUXJLP YUVWDPD VWDQLFD SRSXW SOX
stanicama artropodaneutrofiima, te protozoama )7 Jedna od tih protozoa je i
Acanthamoeba casftanii. 'DNOH Y UOR [FiancideRapri€iviaheddijd u prirodnom
YRGHQRP RNROL&AX WDPR VX pHVWARcaStEIlBMIXWQH UD]JQH SURYV

=QDQVWYHQLFL VWDOQR LVWUDaxXMX VORAHQL XQXWD
YULMHPH SRVHEDQ MH QDJODVDN VWDYOMHQ QD SURXpDYD
WRP AaLYRWQRP FLNOXVX 7DNR FrMhtiselM/pstogeli e (RPOj it VSRPF
FPI (engl.Francisella pathogenicity island 1DLPH )32 VDGUaAL GR JHQD Q
XQXWDUVWDQLPpQR UD]PQRADYDQMH L VSRVREQRVW YLUXO'L}
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su i geniiglABCD i pdpABCD (62). Ova dva gena smatraju se] X]HWQR YDAaQLPD
YLUXOHQWQRVW VWXSDQM SDW R Fdr@iselapatogdii @dk FAPH O H |, ]
LOL )3, L]JOXpXMH L )3, SUR\NIE @H IgiR) @&, VgiRD(E3).3FBIS $

SURWHLQL LPDMX YDaQX XORRXRPELMHUX CB-DONPAL MW LINVHD QF U)
WH UD]PQRaDYDQMX X VWDQLFDPD VLVDYDFD L DPHED ,]P
]QDWQR MH SRYL&A&HQD HNVSUHMBMD SULPMHULFH ,JO& SURV

=DNOMXpQR PRJOL ELVPR UHiL GD ciedrah@zBl¥ §rafa PH KD Q
QMHQD VSRVREQRVW SUHALYOMDYDQMD L UD]PQRADYDQMD

1.4. Laboratorijska sigurnost i dijagnostika  Francisella

.DR &4WR MH YHUO VSRPHQXWR K tufdteRHs@j&R@nQ Infekis/RaJ OD Y O M
EDNWHULMD D WLPH L YHRPD RSDVQD ]D UDG X ODERUDWR
RYRM YUVWL IUDQFL]JHOH SURY R3Gdbordtbrijiia {dboratdrgi Béd H Q X W L
VWXSQMHP ]DaAWLWH -3, labordt@ijii?aH D XR Y @HQLFL QRVH SRVHE
RGMHUX D RPRJXUHQD MH L SULPMHQD VRILVWLFLUDQLK E
GDQDV VH X LVWUDALYDR MLuiéida pNHWVW R LNVRHU R\BWI ¥V QY YV PG U D
LPD YLVRNX JHQHWomMREXuldensigZIR VW V YU

8 SRIJIOHGX GLMDJQRVWLNH RELPpQR VH DQDOL]JLUDMX
VDGUADM L] OLPIQLK pYRURYD =D WistD@Qdlog®Rk CanBlair]R UD N D
(2526 8 ODERUDWRULMVNLP XY MiHW¥dapDha BEIYRE \Agdru l(evidh VH Y|
Buffered Charcoal Yeast Extract 8 SRGORJX VH QDNQDGQR GRGDMX DOICLC
IUDQFL]J]HOD |DKWMHYD PQR&A&WYR UD]JOLpLWLK KUDQMLYLK W
37 °C, 24 do 48 sati.

Danas se tODUHPLMD RELPpQR GRND]XMH VHURORANLP PHWR
L PDQMH MHGQRVWDYQD PHWRGD NXOWLYDFLMH 1DMpHa&UH
HSUXYHWD L PLNURDJOXWLQDFLMD 8 GLMDJQRVa&wHE&EL WXOEL
SRSXW ODQpDQH UHDNFE@8H SROLPHUD]RP 3&5
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158 "'—«f"fef Aedntiiamoeba castellanii

1.5.1. Vrsta Acanthamoeba

U rod protozoaimena Amoebae L]PHY X Ro¥pad®i Lvikste Acanthamoeba
VelkidiR YUVWD ALYL VORERGRR X YRIGIREHWY®D RS RMUWWDX Q L \
patogeni ¢ zdravih judi ULMHWNR LOL JRWRYR QLNDG DneReHvrdtd D]LYD M
ipak mogu izazvati infekcijgposebiceN R G & L YiRwddk@nipibmitiranih osobé66).

7LMHNRP ALYRWEOGREH IMNHORRDX QDOD]JLWL WwohkiD UD]OL
WURIR]JRLWD LOL X REOLNX FLVWH c8stéllankde UZgaarRitbkrMVNLP L
trofozoita. 7URIR]JRLWL WYRUH NDUDNWHULVWLpEOHMH) BHREIGRS R G L
jezgru V. LVWDNQXWLP VUHG NURWIDPN NQUNR VAIRIPRIPULMD O X Q X W
Trofozoiti su dugiodl4 do40 P. .DGD VH DPHED QDOD]L X QHSRYROMQL
SULPMHULFH QHGRVWDWNX KUDQMLYLK WYDUL RQD SUHC
SUHALYOMDYDQMEAH MWMMHQNX QHSUDYLOQRJ REOLND NRN
pore. Promjer cistdtNUHUH VH R @. VrstalRaAcanthamoebaotreban je kisik za rast,
RGQRVQR LPDMX DHUREQL PHWDEROL]DP 7HPSHUDWXUD SI
od 25 do 3PC(66).

Vrste Acanthamoebahrane se brojnim mikroorganizmima, a posebno gram
negadivnim bakterijama poputKlebsiella aerogenedseudomonas fluorescerisscherichia
coli. =DQLPOMLYD pLEsHBRWDpNMHHUW BWG ¥ OKED -KuDtRcliN@&D b H

bakterija ulaboratorijskimuvjetima(67).

Nadalje,Acanthamoebay UVWH RSDVQH VX ]JERJ W Rald3tiaaplR PR JIX >
encefaliti® i amebnoderatitise. 2G DPHEQRJ NHUDWLWLVD QDMpHaUH RE]
OHUH V R B¢AtARHRRANMBdDaP R aXY X IQUH 4 upMstbWIL]PHYX RND L OHUH
druge straneencefalitisii XSDOD PR aG D Q RaktaeCkadd @ikeb®ytH NUR] RAWHUH
GLR NR&H X RUJDQL]DP WH QDNRQ WRJD SURGLUH VYH GR
QDMpHAUH MDYOMD NRG RVRED WhRMeD BsObd, FalRdR© LLEEDALQD. W H V
NRG GLMBeHWLPpDUD
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1.5.2. Podvrste Acanthamoeba

PodvrsteAcanthamoebaQ DMpH&UH PRAaHPR U DIk tisteR DijplsVseu SUHP D |
dvije glavne skupine: one koje uzrokuju i one koje ne uzrokuju infeldigblica 2).
Podvrste kojenisu opasne, odnosnee uzrokuju infekcije suA. jacobsj A. comandoni A.
griffini i A. divionensis 2QH VX WDNRYHU VORERGQRALYXUH DPHEH
VWDQLAWLPD 6 p@Gdnciidhd opestgiodyidte Acanthamoebakoje uzrokuju
infekcije su: A. quina, A. keratitis A. astronyxis A. polyphagaA. culbertsonj A. hatchettj A.
lugdunensisi 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

AmebaAcanthamoeba castellangirisutna je svugdje prirodnom vodenomR NR O L a X
(kao i vrste bakterija iz rodgrancisellg. Hrani se brojnim bakterijama, gljivama i ostalim
protozoamaMehanizam djelovanja joj je sposobndstD UDJRUL VWDQLpPpQX PHPEULI
7TDNRYHU LPD L VSRVREQRVW UD]O D Jibe@Ziim2 peputidel@azéiti WY D U
hitinaze(67).

2YD DPHED pHVWR VH NRULVWRGX SUIRER B V@ M DNDXYDLR D |
ALYRWD HKDKVEH UTLDNNDRKptbt) sei X LVWUDALYDQMLPD YH]DQLP
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ekologiju, mikroliologiju te molekularnu biologiju. U laboratorijskom radu se z&.
castellani pHVWR NRULVWATSOWIB®EHENL EURM

CCAP 1501/1B - Acanthamoeba: castellanii

Slika 3. Acanthamoeba castellanppod mikroskopom. 1zvor:
https://www.ccap.ac.uk/catalogue/image/cache/catalog/strainimages/image_40830@%3@0.png(pristupljeno:
21.5.2021.)

.DR aWR MH YHU VSRPHQXWQR DPHEH SUHWHALWR ALY
biofilmova povezane kompleksnim interakcijama bskterijama. Vrste Acanthamoeba
GRPDULQL VX PQRIJREURMQLP XQXWDUVWDQ Lje@danellasSDWR JH (
Mycobacterium Chlamydiai Francisella 0OQRJREURMQD GDQD&aQMD LVWUDaAL
MH X PHGLMX NRML VD G Uakteria R kbEdrahdisehésg)Q LML UDVW E

1522, «——f"7e—f ec«eFranCisella unutar ameb a

1DLPH EURMQD LVWUDAL FRa@isetn WVX]PRRDIYODXGRWHI
poput Hartmannella vermiformisAcanthamoeba castellante Dictyosteliumdiscoideum
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Smatra seGD VX QDYHGHQH SURWMRiERd$u YuKRMAIP, poBedieHoutem
L]YRUVNLK L SR®BY.3LQVNLK YRGD

Jednom od najvirulentnijitvrsta Francisella smatra seF. tularensis YL&AH R WRPH
opisano jeu poglaviju Rod Francisella#d. Mehanizmi ulaskaF. tularensisu amebu nisu
SR]QDWL aw RrrahdiséNeLijokicidadd ypowgMXxX MH |[DQLPOMLYR WR GD N
UDJOLNXMH X VWDQLFDPD PDNURIDJD Xutaf ASe®ad) NainieL uvV D ALY
makrofagimabakterijanakon ulaska u stanicE MHAL L] IWHRVRPDD]PQRAaDYD X F
LQILFLUDQR.JS @rageDsiidn®, Dunutar ameba €astellaniii H. vermiformig F.
novicida UD]P Q Rs&euakuolama DOL SRG XYLMHWRP GD S+ QLMH X
odnosno da valala nije zakiseljenakada se nakon nekog vremena bakte MD QDPQRAL
DPHEL QiakbpB4satl)X]JURNXMH QMH]LQX OL]X L RVOREDYDQMI
susjedne stanicéSlika 4). U samom uzorku vodaV R P RidwvitlljifoLgolim okom kao
] D P &hje (69).

~ tularensis

Nije zakiseljeno ‘
Infekcijasusjednih stanica

Slika 4 8QXW D UV W DRpan¢is@lla talar¥rRis\Wunutar stanica ameba Mehanizmi

ulaska F. tularensis  u amebu nisu poznati &aLYRWQL FLNOX
F. tularensisrazlikuje seunutar stanica ameba u usporedbidssa Y RW QL P FstaNi@Xa/RP X
makrofaga.U makrofag,PD EDNWHULMD EMHAL L] IDIJRVRPDA 6 GUXJ
castellaniii H. vermiformig Francisella VH UD]PQRAaDYD XQXWDU YDNXROH

vakuola nije zakisellenaBULODJRYH@RBUS QEPQLADWHPLU 9 *RELQ , 4ADQWLG 0O ,QWUDI
Francisella and Legionella within amoeba ®=IBULODJRYHQR QD KUYDWVNL MH]LN

'RV D G Draid Bpitivanja su pokazala kakp. tularensis F. tularensissubsp.
tularensisi F. tularensissubsp.holatica SUHALYOMPYRMXYD WD ]VH H.QXWDU |
vermiformisi A. castellani 7DNRYHU G RINSBFDWQWRIdMYMLAH UD]RQRE&ADY D
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H. vermiformis S druge strangpokazano jeda F. tularensissubsp.holartica dugotrajnije
SUHALY OMD X.Rastellhiy7o/T PD7R

ORIJXUQRVW FEMNAAHGDMHIHALYL L UD]JPQRADYD VH XQXW
YDAQDHIR@RSVWDQDN X PBRGHQRWRR NORPHLEEKK EDNWHULMH YL
DOL HYROXFLMVNLP PHKDQL]PLPD PQRJH YUVWH EDNWHULM
ameba, pa tako i vrstaancisella(70,71,72,73).

saxa "'—«f fef T'tf < "<ELef

.UDWNR L VDAaHWde GHISFORPPVXRP UDGX SURXpDYDQ M
Acanthamoeba castellan@ D EURM EDNWHULMH X ULMBIPMRHAM WREU DRN

saxdsd <Efeof ,f, feof

-HGDQ RG SULWRND ULMHNH .XSH MH ULMHND yDEUDQI
mlaz QDOD]L VH X MHJHUFX =HOHQRM NRWL L SULPD SRWRN ¢
GXERNRM X8RM PDORM GROL@DERG JUDUKR PDHQP X YDEWD Q
Pakleni jarakLOL SRWRN 7U40DQND D NRG QD WijekaNeRIugaOoKaA FH X Y L

NP 3RpLQMH QD SRpHWNX yDEUD D |DYU&DYD (WRG VHOD

'ROLQD ULMHNH yDEUDQNH RANUW)RMH QDL YNDKs [E X SIHYERPM DD
MH YHRPD SULYODpPQR ]D UHNUH uMgte Y& pbselth& PaDIpéttskod D QR Y
ribolovca(Slka5) 8 GRQMHP WRNX ULMHNH PRJX VH SURQDUL EU
NOHQD SH&AD L OLSOX¥BQBYODGDRDQIRWPRWARN SDVWUYD

2SUHQLWR yDEUDQND pLQL SULURGat3keBdD @oFXa L]PHY X
Hrvatske strane) udalijen je oko-ZDN PLQXWD KRGD RG VO®a6bjekdEad QW UD
LIJUDKWHQ@LULMHFL yDEUDRXRNID A Btivd @aiidoelektrana (75
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Slika5 6SRUWVNL ULERORY foPhihftidbotképrivnisaBombD Q N L
content/uploads/2018/05/HM2_613024x678.jpg(pristupljeno: 20.5.2021.)

walawawa <«Efeof f,"feef « Ef of T e f of VT —«E&— %o"fTf ,f.7]

YyDEUDQND MH YyDEUDQLPD YHRPD ELWQD L X VYUKX MD’
NRULVWL OLMHYR L]YRUL&WH yDEUDQNH JRUQML WRN UL
OHYyXWLP YRGD MH YUOR pHVWR EDNWHULRORG&NJHYRMR/SUL
GROD]L GR IHNDOQRJ ]DJDVHWRID ] DI IWPKHEM® HRAEM D DEE R J0) J U
NDQDOL]DFLMH X S RigodjX pavbodz@mne]\ubdeY QR J

I1DLPH QD SRGUXpMX FRMEHORPHWNIGD yDEBDVYLEQMD
rezultat ispitivanja zdrastvene ispravnosti vod&E LOL V X adQukbiph@ Biiikpitivanih
X]RUDND MH ELOR LGHQWLILFLUDQR NDR QHLVSUDY
bili su: ukupne koliformne bakterijek. coli, enterokoki, ukupan broj baktexina 22°C i 36

°C; a uzrok kemijske neispravnosti bio je pH te slobodni rezidualni(Kic

8NXSQL EURM VWDQRYQLND SULNOMXpPpHQLK 8DL YRGRR S
RNR VWDQRYXYapwWoD PMHWRWR yDEDU *HURWR3O@QHa&H 3
obQeGgoL L 'RQML abJbuL 2VLP VDPRJ FHQWUDOQRJ YRG
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yDEUDQNH X YRGRRSVNUEX VX XNOMXpHQL L L]JRUL 3RG
.RPXQDOQR SRGX]HUH NRMH GEEOBINR YQDVSREHUDIIMXQ NDB G L

*UDG yDEDU LPD YHOLNLK SUREOHPD VD NYDOLWHW
QHLVSUDYQRVWL YRGH VX FLMHOL VXVWDYzjskhjuBeVvWDULR
SUREOHPL VYDNL SXW NDGD SDGQH YHUD NROLpraw@® NL&H
voda); razni nedostaci u santarM HKQLpNRP RGUADYDQMX GLUHNWQR L
IHNDOQLK RWSDGQLK YRGD QDVHOMD L AFUQH MDPH?2 JOD
1DMYHUL SUREOHP MH GLVNR QDXL IMDHY X isEbHSEQYE R ¥ L M D
PRJXUD VUHGVWYD (8 YDESIDRMHEW® RBGDSBWDLRULWHWQLK SU
problema sa vodoopskrboodULRULWHWL VX RVLIXUDWL YRGRRSVNUEX
VLIXUQLK L]YRUD RVLJXUD pitke ¥odé Q duBtavi Wijede Godddpktishél F L M X
PUHAaH W H sudtavd Bd@oQrije Dtpadnih voda7(79).
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2. CILJ RADA

Glavni cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj amehaanthamoeba
castellaniina broj bakterjaX ULMHpPQRM YRGL QD SU pdRidtiti X Oddsl HNH yD
7DNRYyHUE ER QML MEIL WaktevijaFidmriseRa tidvicidautjecatina broj bakterija u
ULMHpQRM YRGL WH PHYyXVREQL XWMHFDM IUDQFWHOD L L
YRGH &LOM MH ELR L LVSLWDWL PLNURELR @iRhebdd XiliULMHNH
francizela) tenapraviti usporedbbroja bakterijaL ] PH Yy X WU W H DxjotakaNuzorak u
koji je dodana ameba, uzorak u koji je dodana francizelayzteak u koji je dodana

istovremenad ameba i francizela).

'‘DNOH RYLP UDGRP a6 D MHGRIHNEMXAYDLIPPRWDLYDWL XQ>
amebeA. castellanii LOL U0H BkoHSHIDKkaw iEvor vlastitin hranjivih tvariili pak u
X]RUFLPDWQHIHEEOMHAHQD VBIUNIM X R SVUW UBIRHREIDY UHPH QD
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzgojameba Acanthamoeba castellanii

U eksperimentalnom radNRULAWHQD MH VW DAQdajstéliBniiNsbatice/ XUD DP
amebaA. castellani pXYDMX VH |DFWI R Harm@EDupolke potrebno ih je
odmrznuti na37 °C u vodenoj kupelji,OHYy X W DINRNEL VH RPRJXULOR UD]PQR:
amebaA. castellanij potrebno ih je inokulirati PYG (engl. Peptone Yeast Glucosegdi;
Naime, ubm PHGLMX RVLJXUDQL VX SRYROMQL XYMHWL NRML RI
u trofozoitni oblk. PYG PHGLM PRUD VH PLMHQMDWL VYDND WUL G
amebama da stalno imaju dovoljno hrankviw YDUL ]|D UD]P Q\Riéhe YeDugphjdd L UD V'V
na 25°C 3RVXGLFH X NRMLPD VH X]JD MAD dhasteldrWriavhjpn @eH NXOW
flaskovi. U njima se cijelo vrijeme nalaziranjivi PYG medij. Haskovi odnosno posudice
GU¥H X SDUDOHOSROHIRMARADWMX QD Y Héath&irajuwd dr@eX MHU D
LK MH WDGD O®PMHEHRWGH RRMALYWIMMDMX RG GQD SRVXGH ]D >
strugalicom. U jednoj posudi imanm®0 ml hranjivog medija.8 SUDYR |DWRNVBWRp ¥ M
kulture adherirane na dno te ih zbog @abl posudene bismomogli vidjeti normalnim
mikroskopom, a njihov pregledkoristi se invertni mikroskop. U invertnom mikroskopu
REMHNWLYL VX VPMHaAWHQL LVSRG BliRaBMHNW SURXpDYDQMN

.DNR YULMHPH SUROD]L WDNR D P HEMR VONBEHMIEMBD QMLY
toga hranjivi medijmorastaino PLMHQMDWL OHYyXWLP QLMH GREUR GD
QDPQRA&H MHU DNR LK LPD SUHYLAH ROQMYGirhedy.S@RgeEU]R SR
strane, ko amebe nemaju dovoljno hranjivihtvadRQH UH QDMSUDOMN BUVWHIW K ¢
adherirati na dnoSRV XGH ]&nW Rof@2ditRmagu adheriratiBitno je naglasiti da se
cijeli postupak radi posebnojNRPRUL NDNR EL VH RGUADOD VWHULOQRYV

21



Slika 6. Invertni mikroskop. 1zvor:
https://www.google.com/search?g=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXly5bwAhVBK6QKHTH_A94Q2
cCegQIABAA&oqg=Invertni+rikroskop&gs Icp=CgNpbWcQAzICCAAG6BQUAELEDOggIABCXAXCDATOECAAQHjoECAA
QGDoGCAAQChAYUIXEE]]

3xNgyeMTaABWAHgAgAHBA0gB8RYSAQcwLjguNy4zmAEACAEBAQELZ3dzL XdpeilpbWFAAQEG&sclient=img&ei=4
eDYOGgF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rz=1C1AVNG hrHR708HR708&safe=afpivstupljeno:

24.4.2021.)

3.1.1. PYGmedij

Za pripremu 1 L PYG medija odnosno €n§TCC Mediumz12 PYGpotrebno je: 20

g proteoznog peptona, 1 g ektrakta kvascay a@ara te @0 ml deionizirane vode.

Da bi se izbjegapHFLSLWDFLMD VWYDUDQMH WDORDD SULSH
stock otopine (eny stock solutiony te se dodaju u bazalni medij (éngasal medium Za
pripremu stock otopan potrebno nam j&8 ml 0.05 M CaCJ, 10ml 0.4 M MgSQ x 7H.0, 10
ml 0.25 M NeeHPOy X 7H0, 10ml 0.25 M KHPQy, 1 g NaCitrat x 2HO i 10 ml 0.005 M
Fe(NHy)2(SQw)2x6H22 $XWRNODY PRUD E ®CMNalpHBtrelealkyBdsiD6.Q D

uata ‘e——'fe "EFEf fof,f O— FT—, f—F" eVt

IHXEDXHU NR PSR U lofopiniyoXikoa peroksidaNa Neubauer komoricu
stavlja se pokrovno staka, te se zatim pipetom otpipetit@ ul medijau komoricu koji ulazi
ispod stakalca kapilarnim silama. Medij je zapravo PYG m&dR ML VDGUAL DPHEH NI
prethodno odstrugali s drféaska jer su amebe bile adherira@eD WRM. SRYU&LQL
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https://www.google.com/search?q=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXIy5bwAhVBk6QKHTH_A94Q2-cCegQIABAA&oq=Invertni+mikroskop&gs_lcp=CgNpbWcQAzICCAA6BQgAELEDOggIABCxAxCDAToECAAQHjoECAAQGDoGCAAQChAYUIXEE1j-3xNgyeMTaABwAHgAgAHBAogB8RySAQcwLjguNy4zmAEAoAEBqgELZ3dzLXdpei1pbWfAAQE&sclient=img&ei=4-eDYOGgF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rlz=1C1AVNG_hrHR708HR708&safe=active
https://www.google.com/search?q=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXIy5bwAhVBk6QKHTH_A94Q2-cCegQIABAA&oq=Invertni+mikroskop&gs_lcp=CgNpbWcQAzICCAA6BQgAELEDOggIABCxAxCDAToECAAQHjoECAAQGDoGCAAQChAYUIXEE1j-3xNgyeMTaABwAHgAgAHBAogB8RySAQcwLjguNy4zmAEAoAEBqgELZ3dzLXdpei1pbWfAAQE&sclient=img&ei=4-eDYOGgF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rlz=1C1AVNG_hrHR708HR708&safe=active
https://www.google.com/search?q=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXIy5bwAhVBk6QKHTH_A94Q2-cCegQIABAA&oq=Invertni+mikroskop&gs_lcp=CgNpbWcQAzICCAA6BQgAELEDOggIABCxAxCDAToECAAQHjoECAAQGDoGCAAQChAYUIXEE1j-3xNgyeMTaABwAHgAgAHBAogB8RySAQcwLjguNy4zmAEAoAEBqgELZ3dzLXdpei1pbWfAAQE&sclient=img&ei=4-eDYOGgF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rlz=1C1AVNG_hrHR708HR708&safe=active
https://www.google.com/search?q=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXIy5bwAhVBk6QKHTH_A94Q2-cCegQIABAA&oq=Invertni+mikroskop&gs_lcp=CgNpbWcQAzICCAA6BQgAELEDOggIABCxAxCDAToECAAQHjoECAAQGDoGCAAQChAYUIXEE1j-3xNgyeMTaABwAHgAgAHBAogB8RySAQcwLjguNy4zmAEAoAEBqgELZ3dzLXdpei1pbWfAAQE&sclient=img&ei=4-eDYOGgF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rlz=1C1AVNG_hrHR708HR708&safe=active
https://www.google.com/search?q=Invertni+mikroskop&tbm=isch&ved=2ahUKEwihntXIy5bwAhVBk6QKHTH_A94Q2-cCegQIABAA&oq=Invertni+mikroskop&gs_lcp=CgNpbWcQAzICCAA6BQgAELEDOggIABCxAxCDAToECAAQHjoECAAQGDoGCAAQChAYUIXEE1j-3xNgyeMTaABwAHgAgAHBAogB8RySAQcwLjguNy4zmAEAoAEBqgELZ3dzLXdpei1pbWfAAQE&sclient=img&ei=4-eDYOGgF8GmkgWx_o_wDQ&bih=625&biw=1366&rlz=1C1AVNG_hrHR708HR708&safe=active

Zatim te amebe promatramo Neubauer komoricpod mikroskopom.5DGL ODNaHJ
brojenja ameba, pod mikroskopom vidimo kako je komorica podijeljena na 4 kvadaanta
svaki od ta 4 kvadranta sastoji se od N6/ D G U D W ,Lj@dBn kv&dka6t lina dimenzije 4 x 4
NY D G USIHR& )i D

1IDNRQ &WR VPR XRp Loskopdim,HsHddi SoRtGale brhjm. Naprije
prebrojimokoliko ameba imaasebnais prvomekvadrantu, a zatim prebrojimo koliko ih ima
i u ostdim kvadrantima Zatim sve zbrojima i podijelimo s 4 kako bismo dobili srednju
vrijednost. Primjerice, dobili smo srednju vrijednost 200. Zatim se tajBrQjRaL VD IDNWR U
NRPRULFH NRML Xzriesi RIP(BvakaOméialxdmmérice po oW DPD SURL]YRYD
ima svojfaktor komoricH 'DNOH EURM  105tR oQijBnao 7R x Yoodnosno
2 x 1 ameba.

Slika 7. Neubauer komorica.izvor]https://encrypted
[tbn0.gstatic.com/images?g=tbn:ANd9GcSEuVzp f9oCIVvsY09dKOQWAOXhvchbeVzG3A&uslifpristaplieno:
24.4.2021.)
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3.3. Bakterijski soj

%DNWHULMVNL VRM NRML MH NRULaWahcseka Rovikdd HNV S H
U112. F. novicida 8 GUAL VH SRKUDQMHQD X ]DPLBPLE.PHX SUL W
VDPRJ SRpHWND HNVSHULPHQWDOQRJ UDGD EDNWHULMX V
BCYE agar (eny Buffered Charcoal Yeast Extract AQaBCYE agar je kruta hranjiva
SRGORJD V DNWLYQLP XJOMHQRP L NYD&UHYLP HNVWUDN
bakterija se mora inkubirati 24 do 48 sati pri°€7 uz 5 % CQ.

3.4. Hranjive podloge

8 RYRPH SRJODYOMX ELWL UH SRE®OQRHHRISRWBHQWXVN R U
eksperimentalnom diellGLSORPVNRJ UDGD D WR VX NYDapHY DJDL
eskulinazid agar)gar, Les endo agar, TSNripton sulfid neomicinagar, TTC agar, tfC
agar, te BCYE agar.

$JDU V NYDAEpHYLP HAWWQDNMMR RieN &Edddy bréja
mikroorganizama na 22C i 37 °C. Za ukupan broj bakterija otpipetiramo po 1 ml uzorka i
nacijepimo ndYLMH SORpH DJDUD V NYDapHYLP HNVWUDANWRP -F
°C tijiekom 68 ++ VDWD D @G wbkGbikan® @Q&RR6 +/2 °C tijekom 44 +/ 4 sata.
5H]XOWDW LJUDADYDPR NDR EURM EDNWHULMD X PO

Slanetzbartley ili SB agar je selektivha hranjiva podloga koja se Kkoristi za
dokazivanje enterokok&Sastojci SB agara su 2,3fifeniltetrazolium Klorid i natrij azid.
Svrha 2,3,8rifeniltetrazolium klorida je da se reducira u crveno obojeni formazan u
prisutnosti enterokoka. S druge strane, natrij azid inhibira rast gram negativnih bakterija.

Inkubadja se provodi na 37C.

8 VOXpDMX GD QD 6% DJDUX QDNRQ LQNXEDFLMH QDUL
provodi potvrdni test na KEA agaru. Membrana saaf§Bra premjesti se na KEA agatim
slijedi inkubacija na 44°C u periodu od 2 satal tom periodu inkubacije enterokoki
hidroliziraju eskulin te se krajnji produkt inkubacie 6G@LKLGURNVLNXPDULQ YHAa
AHOMH]D &aHOMH]R ,,, LRQL .DR SURGXNW WRJD QDVWDM

(crne) kolonije na KEA agaru.
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Za GRND]JLYDQMH XNXSQLK NROLIRUPD VOXaL QDP /HV |
SHSWRQH NDR L]YRU XJOMLND 38F®DRIUD WD ®WDPL @GN VWRILIDNHA
viamna BNRPSOHNVD NRML VWLPXOLUD UDVW EDMRMOEHWULMD 3
JRVIDWL VX SXIHUL 2VPRWVNX UD-M®i& Whhilditkri BH@ttfM D R G U
dezoksikolat i natrij lauril sulfat. Fuksin je pH indikator. U agar se dodaje natrij sulfit zbog
GHNRORUL]DFLMH RWRSLQH IXNVLQIp pro2wd R¢&aldaHid. PH QW L
Crvenkasto obojene kolonije nastaju kada acetaldehid reagira sso#ttgm i fuksinom.

Kako bakterije proizvode acetaldehid, tako dolazi do razvoja metalnog Bjaphojne
kolonije nastajwastom ODNW R ]D Q H I H UkeerjQ Wideldi® & onial btz ferBentira
laktozu. Inkubacijase provodi na 37C.

TSN agar(ili TSC agar)je selektivna hranjiva podloga koja se koristi za dokazivanje
Clostridium perfringensinkubacija se provodi u anaerobnim uvjetima odnosno stavljamjem
Gas3DFN VXVWDY 2YDM DJDU VDGU attzud N ¥aatdjcDdsigdavdj)y DVFD
QX&QH HQWH D UDVW E D NRkigéline| Widnin&iXraneileDiplo@vednii
H.S dolazi do reakcije redukcije sulfita u sulfiiada, uzprisutnost & H O-sinhbhiRcitrata,

dolazi do formiranja crnih kolonija. Inkubacija se provodi n&G7

TTC agar jeselektivha hranjiva podloga koja se koristi za dokazivanje bakterije
Escherichia coli 2YD KUDQMLYD SR éhéprddeil Suliadh igitol-7).DNAtkifL M
heptadecil sulfat inhibira rast gram pozitivnih bakterija. Ovaj agar je osjetljiv dehidrogenaza
indikator. OHKD QL]DP G MHOR Y EQHIiH kdfermde \baReHjel slaiw Reduciraju
TTC ax@QRUDQpDVWH NRORQLMH R]QDpDYDMX SR]JLWLYDQ S
provodi na 37C.

Agar mFC je selektivha hranjiva podloga koja se koristi za dikanje fekalnih
koliforma. OvajDJDU VDGUAL SHSWRQ L HNVWUNi@hatd v®MFED NR M|
bakterija. aXpQH VROL LQKLBIRJDWXYQDKWEDNWRMHULMD &awR L M
provodi na 44°C jer pri toj temperaturi fekalni koliformi mogu fermentirati laktozu. Pri
IHUPHQWDFLML GROD]L GR SRMDYH SODYR RERMHQLK NRO

vrste b&terija formiraju sive kolonije (80).

BCYE agarje selektivna hranjiva podloganja se koristi za dokazivanjgakterija iz
roda Francisellg a konkreno u ovome diplomskom radu za dokazivamjeancisella
novicida $NURQLP % &<( GROD]L BuBeret@harcos Neast ExtradtH\gar
'DNOH DJDU VDGUAL DNWIL YNIMD X[J ¥ HHQI MWSHOIMW L WBDRE]JLUR
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zahtjevna zaizgoj, u ovaj agar dodaju sastojci: treonin, serin,-lFLVWHLQ AaHOMH]RY S
L -ketoglutarat. Francizela kao izvor ugljika i energije upotrebljava aminokiseline treonin,

serin i L-cistan. Uloga afaNHWRJOXWDUDWD MH GD SRVSMH&XMH UD
HNVWUDNW NYDVFD VSUMBPDNDYPX RIEOMRGEBLMMGOIHOXMX |
DSVRUSFLMVNL QD SURGXNWH UD]JJUDGQMH PDVQLK NLVHC
1000 ml destilirane vode, 29 DJDUD V NY bekfoid Y akbivnirNughgnom, 1@

ACES pufera 0.4 g {cisteirHCI, 1 J -ketoglutarata, 0.25 g Harofosfata, te 0.4 g1

cisteina. Pozitivan porast na BCY&gau vidimo u obliku bijeleprozirnih pravilnookruglin

kolonija.

3.5. Ispitivana voda

Gorski kotar poznat je po vrlo lijepim krajolicimd) D]QROLNRAauUX ELOMQLK L
vrstate bogatstvom potoka, jezera i rijeka. Rijeke i potoci obitajuogobrojnim vrstama riba
SRSXW NOH@DVB®RWRp@GRWRpPpQH PUHQH OLSOMDQD PODGL
5LMHNH *RUVNRJ NRWDUD YHRPD V XzwoptagkidjaL PivesivpidoMQH D
neke rijeke se koriste za javnu vodoopskdolBRSXW ULMHNH yDEUDQNH NRI
vodoopskrbumnogobronihQDVHOMD QD SR G UdetalMile apiddnG D pgolatjw D
5LMHND yD@hx&WwWwdbopskrbu, rijeke su i sastavni dio prirodnih znamenitosti te se

koriste i kao dio sportskabolovnog turizma (aktivni odmor, relaksacijal.) (74).

'DNOH X RYRPH GLSORPVNRP UDGX &EURXpPpEDPNE HMH M/ MK
YRGL QD X]RUNX ULMHNH yDEUDQNH NRMD VH QDOD]L QD
SRGUXpMX RSULQH yDEDU

3.6. Uzimanje uzoraka
8]RUDN YRGHDEUDQMNHHNNIKUYLNXSOMHQ MH QD SRGUXpMX
je ta rijeka promatrana iR XpDYDQD NDR U bldddsmd x&oLvieiod ReDkugdRije jer

VH X OMHWQLP PMHVHFLPD ORNDOQR VWDQRYQLAWYR pHV\
UzorkovanMH ULMHNH yDEUDQNH SURYHOR VH QD WHPHOMX PHY
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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.

UzoUFL ULMHNH yDEUDQNH X]J]HWL VX X pLVWH VWDNOHQ
GR pHWLUL SXWD VDPLP X]JRUNRP ULMH ISbzirbre dBs@NH X WU
laboratorijskom radu nakon inokulacije amebacastellaniii bakterije F. novidicaimali tri
UD]JOLPLWH YUVWH X]R UdtBrijaRiSrield@eQvRstédzBKa JUSdDksvand jé u
tri boce po 2 IX]JRUND WH MR& GYLMH GRGDWQH OLWUH X VOX
KODGQMDNX X WDPQRM SURVWRULNML Qdralivdim RiZarldaDIW X U L |
HNVSHULPHQWDOQLP UDGRP ]DSR|@OR VH K QDNRQ X]JRUN

3.7. Vrste uzoraka

5DGL ODN&aHJ VQDODAHQMD L SUHJOHIGHNH Jy CSEOLDI@Q |
podijelienjenaW UL UD]OLpLWUWoMkN Wotakd.R UZorsikCB.

Uzorak 1.nazvali smo uzorak u kojisuu2YRGH L] ULMHNH yDEUDQNH (
amebeA. castellaniiu koncentraciji od D, x 1¢ CFU/mI (dodano 0. danali nakonpregleda
PLNURELRORJLM Hztdalvidild\stanjeDijeke DeR Kakwaokulacije)

Uzorak 2.nazvali smo uzorak u kojijeu2 YRGH L] ULMHNH yDEUDQNH (
bakterijaF. novicidau koncentraciji od D, x 1 CFU/ml(dodano 0. dana, ali nakon pregleda
PLNURELRORJLM HzdalvididNstanjeDijeke DeQ Kad#\unokulacije).

Uzorak 3.nazvali smo uzorak u koji su u 2 YRGH L] ULMHNH yDEUDQN
istovremeno i amebA. castellaniiu koncentraciji od D, x 1 CFU/ml i bakterijaF. novicida
WDNRYHU X NRQPPHQYWUTFBIM (dodar® 0. dana, ali nakon pregleda
PLNURELRORJL M Hzdalvidid\stanjeDijeke DeQ Kakve inokulacije).

3.8. Metoda membranske filtracije

OHWRGRP PHPEUDQVNH ILOWUDFLMH RGUHYXMH VH EUF
ml uzorka vode. 6 WRJD MH RYD PHWRGD L NYDQWLWDWLYQD L NYI
hladnjaku naoko 4C $QDOL]D MidutpbZBIR4idddd Dzorkovanja.
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8UHYyDM NRML VH NRULVWL X SRVWXSNX PHPEUDQVNH
Sam postupak membranske filtracije sastoji se od nekoliko k¢&dka 8). Prvi korak je taj
GD VH GH]LQILFLUD L RpLVWL UDGQD SRY Uisb RojiRGUHVHQ
SUHGYLYHQ ]D WR =DWLP SRVORA&LPR VDY SRWUHEDQ SUL
MHGDQ UHG SDNHWH VD PHPEUDQVN LPpriptdninW iibcefdD X SRC
VWDNOHQX pD&aX QDSXQMHQX Bd@BéhBvKiR@dekiRm]d3tin® Hpkr@jl HN F L M
YL&HVWU XN RfitraciuM WpBIimmd® g [{Slikada). Zatim uklonimo sva tri lijevaka sa
manifolda (cjevo\R G D RWSXVWLYALE NODRMBXDBIOIMNKD LIUDYHQL RG
pPHOLND .DR GRGDWQD GH]LQIHNMSILMMH $IR VB WU HitBI@R GMKE D$ D
metalnog frita (Slika % 5XpNLFH VX X WRPH SURFHVX FLMHOR YU
IDNRQ WRJI@ sSthMepiNzaEvbrenu poziciju, a prije toyaH SODPHQRP cSULMHYFE
donjeg dijela lijevka (Slika @). Lievci se SRVWDYH QD GUA&Dp ILOWHUD =C
SULMHYH FUNDHA @idRrR{igwkaVSlika @). Na kraju se plamenompLMHYH L SUHN
poklopca lijevka (Slike9f). SRNORSDF VH ]DWLP VWD YeaaMeDsa@eDoicOL MH Y D
sterilan. Postupak SSRQRYLR L NRG RVWDOLK GUabDpD ILOWHUD

Zatim slijedi postupak stavljanja membranskog filtera. Sterilizirana pinceta kratko se
SRYODpL NUR] SODPHQ L QMRPH VH X]JLPD VWHULOQL PH
SRNORSFHP WH VH PHPERIMNOQMNWIOMODWHUBEBAAOWHYIRJISWD /1
QD GUADp ILOWHUD L SULpYUAUXMH NODPSRP 3RVWXSDN Vt

=DWLP VH X]RUDN ULMHNH yDEUDQNH XOLRNaXonVYDNL F
XOLMHYDQMD X]R Ujahb u dtvdriemNLpBiEijly dUp=IjahB ¢ @akuum pumpa. Zatim
VH X]JRUDN ILOWULUDR QHNROLNR VHNXQGL 1DNRQ a@&WR VH
WH VX UXpNLFH VWDYOMHQH X |IDWYRUHQL SRORA&DM

Nakon togamembranski filterise S D & Owlanyali stethom SLQFHWRP V GUAL
filteratese VWDYOMDMX QD KUDQMLYX SRGORJX )LOWHU VH VW
prema gore. Postupak se ponoR L NRG RVWDOLK GU&DpPD ILOWHUD

28



Slka 8 6DWRULXV XUHYDM ]D P HS8likdJikaxu XrostruRiVEustaw zaM X
filtraciju s 500 ml lijevcima (lijevo), sa 100 ml lijevcima (sredina) i sa 40 ml lijevcima

(desno). ,]JYRU abDQWLG 0 *RELQ , V2AaMDKROBIOLOGIMD HRANE U VODE za studente
SUHGGLSORPVNRJ VWXGLMD VDQLWDUQRJ LQAHQMHUVWYD
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Sika9 3ULSUHPD XUHyDMD gioWwiD® *RELQ , 2&DQLp 0O ODUHbpLG 9
+5%$1(, 92'( ]D VWXGHQWH SUHGGLSORPVNRJ VWXGLMDIVBPRQW B WQWRYHXPA DQ BN [
Zavod za mikrobiologiju i parazitologiju, 2014.
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OHYyXWILPRJ WRJD aWR VPR RpPHNLYDOL GD UH VH EDNW|
pojedine uzorke dodane i amebe, membranska filtracija provedena je samo 0. dana. Broj
bakteija je nakon 2 L GDQD RGUHYHQ QDVDYLYDQMHP QD KUD
EURMHQMHP NRULVWHUL PLNURVNRS

394 F—'1f ofef < fe@Ef of S"feE®<F "“17Z'% *

'DNOH NDR 4WR MH RGED MSHREGHOKNWRQR QDVDYLYDQD Q
REJLURP QD YHOLNL SRUDVW EURM EDNWHULMD @D /HV H
uzoraka. Za ukupni broj bakterija na 22 i 82 uzimano je po 1 ml uzorka. Za sve ostale
KUDQMLYH SR G QeRpd HOMIDxoEaka Y D QR

8 NRQDpPQLFL VX UH]XOWDWL LJUDAHQL NDR &)8 X PO
C. perfringensE.coli WH IHNDOQH NROLIRUPH 'UXJL GLR UH]XOWDW
ukupni broj bakterija n@2°C, ukupni broj bakterijana 37C, prisutnost amebA. castellanii
te porast bakterij&. novicida 1D NUDMX VX VYL UH]XOWDWL JUDILpNL SU

3.10. Inokulacija Francisella novicida

U tzv. Uzorak 2.i Uzorak 3.(opisano u poglavljuvrste uzoraka inokulirana je
bakterijaF. novicidau koncentraciji od D, x 1 CFU/ml (dodano 0. dana, ali nakon pregleda
PLNURELRORJL M Hzdalvidiid\stanjeDijeke DeQ Kakve inokulacije).

Volumen uzorakaJzorak 2.i Uzorak 3.iznosio je 2 .1 Kako bismo dobili baktefsku
suspenziju koncentracijex 1® &)8 PO PRUDOL VPR SULSUHPLWL RWRE
JXVWRUD WM WXUELGLWHW ELWL MHGQDN 7TXUELGLWHW
SRPRiUX XUHYyDMD NRML VH QDHWBRGHHR @DISRIDRIABRIPE W D U
agaru prikupimo aWDSLUHP =DWLP aWDSLU XURQLPR X IL]JLRORS3A
suspenzija homogenizira na tresilici. Suspenziju prelijemo u kivetu. Na spektrofotometru
QDMSULMH PMHULPR DSVRUEDQFLMX ]D VOLMHSX (BUREX D
R BEhapvoda u kojp se ne nalazi francizela)Zatim ponovimo isti SRVW XSDN ]D QD:
SULSUHPOMHQX RWRSLQX D FLOM QDP MH GRELWL DSVRUE
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WHPHOMX YLAHJRGLAQMH ODERUDWRULMVNH SddiDNyH XWYL
]QDpL Grderitratijddakterija jednakaldlx 1¢ CFU/m.

OHYyXWLP QDPD rémiff haRtbliskELsBsp8iidiju koncentracijeOlx 10
CFU/ml. Da bismo dobili tu koncentraciju, provedeilj LI UDpXQ NRML SULND]XM
RezultatiizUDp X QD ¥X VOLMH G H tdotresnejg RIaHBIN O €uspeDzije, da bi
QDP X NRQDpPQLFL NRekRHQINVA D fzhddim 10UDIF CFU/mI. Dakle,
francizela je inokulirana Wzorak 2.i Uzorak 3.

Slika10 ,JUDpXQ G BakterfdreBMspenzije koncentracije 1x10CFU/m.

3.11. Inokulacija Acanthamoeba castellanii

U tzv. Uzorak 1.i Uzorak 3.(opisano u poglavljirste uzorakainokulirana je ameba
Acanthamoeba castellanii koncentraciji od D, x 1 CFU/ml (dodano 0. dana, ali nakon
SUHJOHGD PLNURELR O Rdalvislido stani Hjdékel bgZDkaky®iqpkithcije).

Dakle, broj ameba smo odredili u Neubauer komdogisano u poglavljiPostupak
EURMHQMD DPHED SRPR{JX L HNHDXHID @R FMPRLFROXPHQ NRM
GD EL X QDALP X]BYIFAGFD/nGariEhaO L
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Najprije smo 1l PHGLMD NRML VDG U & LtadilP Néubaues kKoméridG LMV
i izbrojili smo da u njemu imamo oko 1000 ameba, odnosno kada tojple@DPR SUHPD
pravilima dobiveno je da u mediju imamoQlx 1 CFU/ml ameba (opisano u poglaviju
SRVWXSDN EURMHQMD DPHED )SRPRUX 1HXEDXHU NRPRULFH

OHYXWLP QDPD MHMHPL®M ¥XR SHOQIE MM GFRINVDamMebsG U & L
Da bismo dobili tu konadraciju, provedeniH L]JUDPpXQ NRML SURNGKMH 60L
LIUDpXQD ELOL V>Xkw®d2 Mdtrebhbije dodatXZEgR Suspenzije, da bi nam u
koQDPpQLFL VXVSH]LM®D 1 ORI BriveDaOmakle, amebuAcanthamoeba

castellaniiinokulirali smo uUzorak 1.i Uzorak 3

Slikall ,JUDpPpXQ G R/EIMMNSIH@VIDM H NxRMICFW eénebd.

3128 ‘e——'fe T fe&f Ef fe-1"<ESf

%URM EDNWHULMD X W UZordkD,]@rbrak 2YIrok&k 3 DR % JIRHHDL.N D Q
M H GDQD GDQD GDQD GDQD L GDQD .DR &WR
PLNURELRORJLMD ULMHNH YDEUDQNH EH] #da\idhné Ktahj©® R N X O D
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rijeke prije ikakve laboratorijske inokulacije. Nadalig, 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 kolonijel(€@ony Forming UnitsCFU).

313a —f-ce—c«ef "7 fakf TS -

S5H]XOWDWL VX RE U D y H@los&tR PRiceXEx8dl RidrosdfRDDffice
Word. 8 WLP SURJUDPLPD L]JUDYyHQH VX WDEOLFH WH JUDIRYL
ORJDULWPD V ED]RP ORJ &)8 PO ,]JUDpXQDWD MH L
YULMHGQRVW UH]XOWDWD 5H]XO W DWIWWDXV SRAMHIEG KXQX] WS K C
X]JRUDN NRULZWHQ MH L SURJUDP *UDSK3DG 3ULVP 1RUT
XWYUyHQD 8]RUFL NRG NRMLK MH XWYUVyHQD QRUPDOQD (

Student t+xtestom.
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4. REZULTATI

Prikaz rezultata ovog glomskog rada podijeljen je u dva dijela. U prvom dijelu
SULND]DQ MH EURM EDNWHULMD L DPHED SRMHGLQDpPQR ]I
dijelu napravljena jeistsY UHPHQD XVSRUHGEDzotkdl 1208V DWD L]PHYV X

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

U prvom dijelurezultataSULND]DQ MH EURM EDNWHULMD L DPHED
vrste uzorakalyzorak 1, Uzorak 2.i Uzorak 3) u obliku tablica i grafova.

5H]XOWDWL VX LJUDADYDQL NHaRergand 2R €C, RuprK bt SQL E U
bakterijana 37 °C, prisutnost ameba\. castellaniite porast bakterijd&. novicida Ostali
UH]XOWDWL L]JUDA&DYDQL VX NDR &)8 CPperfrirg@nd/BH¢tdIR NRNL X
te fekalni koliformi). 6 YL UH]XOWDWL VXLJUD D HHQLSNDRDJRQIRG ED]H

41.8S4 <o <'Z'%<Ef "<« @Eé nakqrf dddatka ameba Acanthamoeba castellanii

.DR a8WR MH SUHWKR G Q RarRGlM D)€@dele MradjRe mBlog® MX A
eksperimentanomUDGX VX NRULaAWHQH PQRJH KUDQMLYH SRGORJ
podloga bo je ispitati mikrobiologjluYRGH L] ULMHNH yDEUDQNH SWULMH L C
castellanii u razdoblju od 10 dar(@zorak 1).

.DR aWR MH YWtdraRkEnaxwa@li@mo uzorak u koji su u 2viode iz rijeke
YyDEUDQNH GRGD @Hasté&l@iRu KoRddriEreiciji odl,0 x 1 CFU/mI (opisano u
S R J O DWa@iijeX i Wetode Vrste uzorakd&. U Uzorku 1.SUDUHQ MH EURM XNXSQlI
na 22°C, ukupnih bakterija na 37C, enterokoka, ukupnih koliformaz. perfringens E. coli,

fekalnih koliforma te ameba. castellaniiu razdoblju od 1@ana (Tablica 3.
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Tablica 3. Mikrobiologija uzorka ULMHNH yDEUDQNH QD Ndm@hadekaD W N D

castellani) u razdoblju od 10 dan&J¢orak 1).

Uzorak 1: 2 | uzorka vode + amebdgAcanthamoeba castellanii
HRANJIVA
PODLOGA / DAN O. 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 16 1,212 x 16 432 x 10 6,56 x 10 2,24 x 10
SB AKEA CFUA00 ml | CFUAO0 ml | CFU/L00 ml | CFU/L00 ml | CFU/100 ml
1,040 x 16 30x1C¢ 1,6 x 10 1,3 x 10 1,6 x 10
LesEndo CFUA00 ml | CFUAO0 ml | CFU/L00 ml | CFU/L00 ml | CFU/100 ml
42
TSN CFU/100 ml | nema porastd nema porastg nema porastd nema porastg
TTC
nema porastg nema porastg nema porasts nema porastg nema porasté
m-FC
nema porastg nema porastg nema porasts nema porastg nema porasté

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

[

Ukupni broj bakterija na 22C u Uzorku 1.nultog dana (0. dan) iznosio je 56 CFU/mL
(neposredno prije inokulacija. castellaniiu koncentraciji od D, x 1@ CFU/ml). Drugoga
dana EURM VH SRYHECPWmMIQdan 2) 1DGDOMH EURM MH SRpPpHR R
CFU/ml (dan 4.), zatim je pao na 720 CFU(adn 8.) teje X N R Q D10 Qlar broj pana
376 CFU/ml (Tablica 3 Slika 12.).
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Slika 12. Ukupni broj bakterija na 22 f& X X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QI
ameba @Acanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana Uzorak 1). Bakterije su

inkubirane pri temperaturiod 22& QD NYDRBPBINR PD QMLKRUYpdibuDd RM SUL
10 dana.1D SRpHWND $3RNX]RUDN YRGH piempetatud od @0 @QMDN X
NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DPRED). BHY] R Q WIDWV.R\EQ R W DN
REUDYHQL L]J]UDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDC

,] GRELYHQLK UH]XOW D W DRiefeRg Hand iHakoh Bddub@jeupNiDNR M H
broj bakterija na 22C LSDN ELR QH&WR YHUL QHJR QD VDPRP SRpH
PRAHPR ]DNOMXpLWL GD LPD WHQGHQFLMX SUHPODe SDGX |
ukupni broj bakterjana22ZC VYH PDQML ,]JQLPND MH MBRG@In®KRISEHULRG L
G R a Odera&aroroja bakterija (Slika2l).

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

Ukupni broj bakterija na 37C u Uzorku 1.nultog dana (0. dan) iznosio je 40 CFU/mL

(neposredno prije inokulacija. castellaniiu koncentraciji od D, x 1@ CFU/ml). Drugoga

GDQD EURM VH SRYHUDR QD &)8 PO GDQ 1DGDOMH E
GDQ 2VPRJ GD Q@noGIR BgaRoghbrasieRbbja bakterija na 456 CFU/mI
GDQ WH MH X NR®@p @al1e@ CFU/mQGTaklicaisSlika 13).
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Slika 13. Ukupni broj bakterija na 37 f& X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QI
ameba @Acanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana {Jzorak 1). Bakterije su
LONXELUDQH SUL WHPSHUDWXUL RG f & Q DullieodapdH YR P DJ
GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD MH X]J]RUDN YRGH°@®»XYDQ X K
kasnije je nakon dodatka dhED pXYDQ QD VRERFKM WHXSHUDWX VX VWL
REUDYyHQL L]JUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDC(C

, ] GRELYHQLK UH]XOWDWD PR addsatdg dafQakoh@Bku¥ati® M H W L
ukupni broj bakterija na 3 7Cipak ELR QHaAWR YHUL QHJR QD VDPRP SRpH)
DOL PRAHPR |DNOMXpLWL GD LPD WHQGHQFLMX SUHPD SDG
LIPHY X L GDQD NDGD MH GR&EOR GR QDJOWRpj&gaRUED VWD E
4.na8.dn]DELOMHAHQ ODJDQL SRUDVW EURMD EDaNaMidjy LMD D
bakterija (Slika 13.

4.1.1.3. Broj enterokoka u Uzorku 1.

Broj enterokoka wzorku 1.nultog dana (0. dan) iznosio 16440 x 16 CFU/100mL
(neposredno prije inokulacija. castellaniiu koncentraciji odl,0 x 1@ CFU/ml). Drugoga
dana brojseGUDVWLPpQR SRKHAODRJAQDPO GDQ 1DGDOMH EUR
lagano opadati na22 x 16 CFU/L00 PO GDQ 2VPRJ GbwQdddddRga@odR MH SF
porasta broja bakterija na3g x 16 CFU/100 PO GDQ WH MH X NRQDpPpQLFI
ponovno lagano pao na22, x 16 CFU/L00 ml (Tablica 3., Slika 1.
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Slika 14. Broj enterokoka X X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniiu 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 f& %URM HQW HiUperd&RINOD 18 ddm@ HN@ R p HW N X
SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ X °g @ kaSnjeMeDnblkgn Sddlatkadv HP S H
DPHED pXYDQ QD VREZY&EM ¥HHROWWDIMWLXWX VWDWLVWLpPNL R/
srednja vrijednost i standardna devijacija.

,] GRELYHQLK UH]XOW DW D dé&sBtagHdaviad nakanGridkdiMtiie N N R M F
enterokoka bio znatnd HUL QHJR QD VDPRP SRpHWNX SRNXVD GDC
GDQ GRAOR MH GR YHOLNRJ SRUDVWD EURM [aria® MW HU LMD
PRAHPR |DNOMXpLWL NDNR MH L GDQD EURM itkQ@W HURNR
ODJDQR SRpSliRa MEDGDWL

4.1.1.4. Broj ukupnih koliforma u  Uzorku 1.

Broj ukupnih koliforma uUzorku 1.nultog dana (0. dan) iznosio je(40 x 16
CFU/100 mL (neposredno prije inokulacif. castellanii u koncentraiji od 10 x 1C
CFU/mI). DrugogadansEURM VH G UD VW DxQRCBRMMIDdAN Q.P Nadalje,
brojse n& WDYOMDR ODJD @R 16 RRUAQDNY Risv 4.)QzBtine lagano pama
13x10 &)8 PO GDQ W HddddtogXdaNaRn@kiDrp iqokHdcije bizyjosio
1,6 x 10 CFU/100 ml (Tablica 3 Slika15.).
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Slika 15. Broj ukupnih koliforma X X]RUNX ULMHNH vy DiédatkaCamébaQ D NR Q
(Acanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana Uzorak 1). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C nalesenddJDUX D QMLKR Y pdriddiE @RIV d&ha Da H Q
SRPHWNX SRNXVD MH X]JRUDN YRGH ijpX4°D,Q@ KésHOi®@I@MDN X S
GRGDWND DPHED pXYDQ QP2 °CR E QR]M OWMHPBIH WDWXWD W LV W
LIUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDQGDUGQD GF

Iz dobivenih g X OWDWD PRAaH VH YLGMHWL NDNR Mb GHVHW
XNXSQLK NROLIRUPD ELR SRSULOLpPQR YHUL QHJR QD VDPRF
L] QD GDQ GRaAaOR MH GR YHOLNRJ SRUDVWD EURMD EDN
od 2. do 10. dana nastavljao lagano rastifati ] G U D V Wjerna@alika THU R P

4.1.1.5. Broj Clostridium perfringens u Uzorku 1.

Broj Clostridium perfringensi Uzorku 1.nultog dana (0. dan) iznosio je 42 CFU/100
mL (neposredno prije inokulacij. castellanii u koncentraciji od D, x 1 CFU/m).
6OMHGHULK GDQD L GQ@ QerfripdensHna] Br&nfivdM HAH Q ¢
podlogamgTablica 3, Slikal6.).
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Slika 16. Broj Clostridium perfringens X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana (Uzorak 1). Bakterije su inkubirane pri
temperaturiod 37°CnaTS®JIJDUX D QMLKRYX MHWEIRRGNK REGD UHRDQD 1D
SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ X °g @ kaSnjeMeDnblkgn Sddlatkadv HP S H
DPHED pXYDQte@peratlR EZY& M 5H] XOWDWL VX VWDWLVWLpPpNL R/
srednja vrijednost i standardna devijacija.

,] GRELYHQLK UH]XOWDWD PRA&H VH YL@&dditharoebaDNR MH
castellaniibroj C. perfringensYH U G U XJRJ G D QDesstbgRda@eDnaioX dokulacije
je brojC. perfringensELR MHGQDN QXOL R GQ R Vi@HRanfvinMpddip§aina O M H & H
(Slika 16).

4.1.1.6. Broj Escherichia coli u Uzorku 1.

8 SHULRGX RG GR G D Q B. @ILLNUEbrkDIE i rijé Hidnek@n SR U D V' \
inokulacijeA. castellaniiu koncentraciji od D, x 1 CFU/ml (Tablica 3., Slika 13

41



Slika 17. Broj Escherichia coli X X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana Uzorak 1). Bakterije su inkubirane pri
temperaturiod 37°CnaTTOJDUX D QMLKRYX MHWEIRRGNK REGD UHRDQD 1D
SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ X °g @ kaSnjeMeDnblkgn Sddlatkadv HP S H
DPHED pXYDQ QD VREZYRMS5 WIKPOMNDMMWXYXXLVWDWLVWLPpNL RE
srednja vrijednost i standardna devijacija.

4.1.1.7. Broj fekalnih koliforma u  Uzorku 1.
8 SHULRGX RG GR GDQD QLMH |DEL@WMdAHYQ SRUDYV

prije ni nakon inokulacijé\. castellaniiu koncentraciji od D, x 1 CFU/ml(Tablica 3., Slika
18).

42



Slika 18 Broj fekalnih koliforma X X]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana Uzorak 1). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 44 °C na-RmC DJDUX D QMLKR Yu peHodd ORR M danaDNieH Q
SRpHWNX SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ@ Kdsi{i©Oj®@rakpM DN X S
GRGDWND DPHED pXYDQ QP2 °CR B@RM WHW 5 HWO WXUWDLW LV W L
LIlUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDQGDUGQD G&t

4.1.2. Broj ameba Acanthamoeba castellanii — —ae "+ — "<& ikehakpn dpdatka
ameba Acanthamoeba castellanii

Nultoga dana (0. dan) Wzorak 1.inokulirana jeA. castellaniiu koncentraciji od D x
10° CFU/ml. Drugog dandroj ameba pao jga 50 x 1¢ &)8 PO yHWYUWRJ GDQ
GDQ L GHVHWRJ GDQ GDQD Q LAV¢tasteDaBiluQzbkké @.D SULV
(Tablica 4., Slika 19.

Tablica 4. Broj ameba u uzorktiULMHNH yDEUDQNH QDRANdRRrhadeaD W ND [
castellani) u razdoblju od 10 dan&J¢orak 1).

Uzorak 1: 2 | uzorka vode + amebdgAcanthamoeba castellanii

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Acanthamoebg 1,0x 10° 50x 10° nisu prisutne| nisu prisutne| nisu prisutne
castellanii CFU/mI CFU/mI
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Slika 19. Broj ameba Acanthamoeba castellaniX X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQN
dodatka ameba QAcanthamoeba castellaniiu razdoblju od 10 dana (Uzorak 1). Broj

DPHED SUBHMQRGX RG GDQD 1D SRpPHWNX SRNXVD MH X]FI
temperaturiod 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DEPHMED pXYDQ
S5H]XOWDWL VX VW DPIDPWWQDPND REBWDYH®QMD YULMHGQRVW L

, ] GRELYHQLK UH]XOWDWD PRA&H VH YIAGHtelanibDNR MH
YHU GUXJRJ GDQD I9IRVYPRH@® RSDIBPWRLMH ]DA cadthllahitl QD SUL
Uzorku 1.(Slika 19).

41. U4 <" <'Z'%<Ef "<Etet ,f,”feeIFrgneigelld nbyicidef

.DR a8WR MH SUHW KR G Q RaRGlM 0'€@dvle MrafjRe mBlog® MX A
HNVSHULPHQWDOQRP UDGX VX NRUL&AWHQH PQRJH KUDQML
SRGORJD ELR MH LVSLWDWL PLNURELROKJriéX nBk68 LW LY D (
dodatka bakterij&. novicidg u razdoblju od 10 dan&zorak 2).

.DR @aWR MH YWdraRZSnaralismo uzorak u koje u 2 Ivode iz rijeke
y D E U D Q NeHsa@® Iakedij&. novicidau koncentraciji od D, x 1¢ CFU/ml (opisano u
S R J O D\Wa@ihijeX i Aetode Vrste uzorak& U Uzorku2 SUDUHQ MH EURM XNXSQI
na 22°C, ukupnih bakterija na 37C, enterokoka, ukupnih koliforma;. perfringens E. coli,

fekalnih koliforma tebakterijeF. novicidau razdoblju od 10 dana (Tablica)5
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Tablica 5. Mikrobiologija uzorka ULMHNH yDEUD Q N Hraqci3B&IdR 1@pviGda @ D W N D

razdoblju od 10 dan@Jzorak 2).

Uzorak 2: 2 | uzorka vode +Francisellanovicida

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
56 12 44 2 4
UBB na 22°C CFU/ml CFU/mlI CFU/mlI CFU/ml CFU/mlI
40 40 124 6 2
UBB na 37°C CFU/ml CFU/mlI CFU/mlI CFU/ml CFU/mlI
1,440 x 16 16x 10 14x10
SB AKEA | CFU/100 ml | CFUA00 ml | CFU/00 ml | nema porasts nema porasts
1,040 x 16 30x1C
LesEndo CFU/100 ml | CFU/00 ml | nema porastg nema porastd nema porastg
42
TSN CFU/100 ml | nema porastd nema porastg nema porastd nema porastg
TTC
nema porastg nema porastg nema porastg nema porastg nema porasta
m-FC
nema porastg nema porastg nema porastg nema porastg nema porasta

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

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

(neposredno prije inokulacijE. novicida u koncentraciji od D, x 1 CFU/m). Drugoga

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

=DWLP MH opdddi M2 TR/ kI (dan 8.}e je desetog dana nakon inokulacije
iznosio4 CFU/ml (dan 10.) (Tablica 5., Slika 20
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Slika 20. Ukupni broj bakterija na 22 f& X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QI
bakterije Francisella novicidau razdoblju od 10 dana (Uzorak 2). Bakterije su inkubirane

SUL WHPSHUDWXUL RGDJDARX QD R WD RHiYpBrEdUEdd ROVdasa) D i H Q
1D SRPHWNX SRNXVD MH X]J]RUDN YRGH pXYDQ @ kXsnkeQeD G Q M D N
QDNRQ GRGDWND DPHED pXYR2QCQ D5 N REQRIMWW /XS HWDW X M A
LIUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDQGDUGQD GF

,] GRELYHQLK UH]XOW D W DRiefeRg Hand iHakoh Bddub@jeupNiDNR M H
broj bakterijana22C ELR PD QML QHJRetkupokUBaR®R eap@& gotovoda i nije
bilo porasta 10. dan@amo 4 CFU/ml) ,]QLPND MH MHGLQR SHULRG L]PHyYX
GRaOR GR ODJDQRJ SRUDVWD EURMD EDNWHULRKMDs DOL LS

vremenom opada (Slika 90

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

Ukupni broj bakterija na 37C u Uzorku 2.nultog dana (0. dan) iznosio je 40 CFU/mL
(neposredno prije inokulacije. novicida u koncentraciji od D, x 1 CFU/m). Drugoga
GDQD EURM EDNWHULMD MH(dah2N Nadale, brioRQj& pokaRtao n& )34 P O
CFU/ml (dan 4.). Osmog darfdan 8.)broj je pao na 6 CFU/mI, a desetog déahan 10.)na2
CFU/ml (Tablica 5., Slika 21).

46



Slika 21 Ukupni broj bakterija na 37 f& X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QI
bakterije Francisella novicidau razdoblju od 10 dana (Uzorak 2). Bakterije su inkubirane

SUL WHPSHUDWXUL RGDJDARX QD R WD RHYpBrEdUEdd ROVdasa) D i H Q
1D SRPHWNX SRNXVD MH X]J]RUDN YRGH pXYDQ @kasni@D G QMD N
QDNRQ GRGDWND DPHED pXYR2QCQ D5 N REQRIMWW /XS HWDW X M WA
LIUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDQGDUGQD GF

, ] GRELYHQLK UH]XOW D WeDleRe®og idanathakoh GdkuiadiigupNiD N R
broj bakerija na 37°C bio manjinegon&V DPRP SRPpHWNX SRNXVBainijeGDQD W
bilo porastanakon10. dana'samo 2 CFU/ml) ,]QLPND MH MHGLQR SHULRG L]F
NDGD MH GRAOR GR ODJDQRJ S\RBR¥NHMR ED R KBINEZYNOW. HE&JD M D
svremenomopadaNDR L NRG VOXpTTMIka2B% % QD

4.1.3.3. Broj enterokoka u Uzorku 2.

Broj enterokoka wzorku 2.nultog dana (0. dan) iznosio je440 x 16 CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacij€. novicida u koncentraciji od 1) x 1 CFU/ml). Drugoga
GDQD EURM VHe SEV&)BDR ®D GDQ 1DGDOMH ofaltR M MH S
na 14 x 1¢¢ CFU/10 ml (dan 4.). Osmog dana (dan 8.) i eteg dana(dan 10.)nije
]JDELOMHAHQ SR Wbranjiwirkl g@wogdmR (T&bNeB 5QSlika .22
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Slika 22 Broj enterokoka u uzorku rje NH yDEUDQNH QDNRQ GRGDWNI
Francisella novicich 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 B f& %URM HQWMKMURHNRINRIG S RDAHQGDQD 1D
SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXY DipdX4 g, @ kaSnijeMeDnblkgn SddlatkaV HP S H
DPHED pXYDQ QD VREZY&EM ¥HHROWWDIMWLXWX VWDWLVWLpPNL R/
srednja vrijednost i standardna devijacija.

,] GRELYHQLK UH]XOW D W DileseRg Han¥ IHakyrL @dutadigoj N D N R
HQWHURNRND SDR QD QXOX 1D SULMHODI]X L] QD GLC

enterokoka, ali nakon toga slijedio je padjarenterokokai ispitivanom uzorkiSlika 22).

4.1.3.4. Broj ukupnih koliforma u Uzorku 2.

Broj ukupnih koliforma uUzorku 2.nultog dana (0. dan) iznosio je40 x 16
CFU/100 mL (neposredno prije inokulacke novicidau koncentraciji od D, x 1 CFU/m).
DrXJRJD GDQD EURMOKHGSER$HUDROQIEDQ 1DGROMH pHWY
osmog(dan 8.)i destog danddan 10)QLMH JDELOMHAHQ SRUDVW XNXSQLK
podlogama, odna® bio je jednak nuli (Tablica 5., Slik3.).
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Slika 23. Broj ukupnih koliforma X X]JRUNX ULMHNH yDEUD Qakterij@ DNRQ G
Francisella novicidau razdoblju od 10 dana {Uzorak 2). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C nalesenddJDUX D QMLKR Y pdriddiE @RIV d&ha Da H Q
SRPHWNX SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ@ KésH@Oi®@IPMDNX S
GRGDWND DPHE nd) Xehpe@atu@® 2 “¢CR 5H]XOWDWL VX VWDWLVW
LIUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMHGQRVW L VWDQGDUGQD GF

,] GRELYHQLK UH]XOWDWLIHR»HWHUNWNREMEDQDNDRER RMH L
ukupnih koliforma pao na nulu,]PHY X IGDQ GRAOR MH GR ODJDQRJ
HQWHURNRND DOL QDNRQ WRJD VOLMHGLR MH SDG EURMD
]DELOMH aukupni kolif@riwana hranjivim podlogama (Slika 23

4.1.3.5. Broj Clostridium perfringens u Uzorku 2.

Broj C. perfringensu Uzorku 2.nultog dana (0. dan) iznosio je 42 CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacijE. novicidau koncentraciji od D, x 1¢ CFU/ml 6OMHGHULK
GDQD L GDQ Q IOMperfiifiy&ris Qv hitanfivith pSdiogans W
(Tablica 5., Slika 24.
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Slika 24. Broj Clostridium perfringens X X]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDI
bakterije Francisella novicidau razdoblju od 10 dana (Uzorak 2). Bakterije su inkubirane

pri temperaturi od 37 °C na TSWJDUX D QMLKR Y pétibdiE QdRLPI d&d. INaH Q
SRPHWNX SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ@ KésH@Oi®@IPMDNX S
GRGDWND DPHED pXYDQ QP2 °CR E QR]M OWMHPBIH WDWXWD W LV W
L]UD p X QD W irijddhbdsvistehGa@iNalievijacija.

,] GRELYHQLK UH]XOWDWD PR&H VH YLFMHMNAbro,DNR MH
C. perfringens YHU GUXJRJ GDQD SDR QD QXOX Glos\iRi@DpQLFL
perfinggnsELR MHG QDN QXOL R (5 @Rt Rira@jiviM iHodIeyEraO(Blike H
24,).

4.1.3.6. Broj Escherichia coli u Uzorku 2.

8 SHULRGX RG GR G D Q B. @ILLNUEbrkiDZ i rijé Hidnek@n SR U D V \
inokulacijeF. novicidau koncentraciji od D, x 1 CFU/ml (Tablica 5., Slika 25
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Slika 25. Broj Escherichia coli X X]JRUNX ULMHNH yDEUD QBKteri©@ DNRQ G
Francisella novicidau razdoblju od 10 dana {Uzorak 2). Bakterije su inkubirane pri

temperaturiod 37°CnaTTOJDUX D QMLKRYX MHWEIRRGNK REGD UHRDQD 1D

SRNXVD MH X]JRUDN YRGH pXYDQ X °€ @ RaGn@eMeDnbikén SddiatkaV HP S H

DPHED pXYDQ QD VREZY&M YWHHROWWDIMWLXWX VWDWLVWLpPpNL R/
srednja vrijednost i standardna devijac

4.1.3.7. Broj fekalnih koliforma u  Uzorku 2.

8 SHULRGX RG GR GDQD QLMH ]DELWMKkd2HQ SRUDV

prije ni nakon inokulacijé=. novicidau koncentraciji od D, x 1¢ CFU/ml (Tablica 5., Slika
26.)
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Slika 26. Broj fekalnih koliforma X X]J]RUNX ULMHNH yDEUD Qaktdrij@ DNRQ G
Francisella novicidau razdoblju od 10 dana {Uzorak 2). Bakterije su inkubirane pri
temperaturi od 44 °C na-MC DJDUX D QMLKR Yu peHoddE OAR M danaDNieH Q
SRpHWNXXDSRIM X]RUDN YRGH pXYDQ X KWTpakegsM®jdxak8lJL WHP
GRGDWND DPHED pXYDQ QP2 °CRE QRN OWHRASIH W/DXWXWD WLV W
LIUDpXQDWD atlhbsYidtandapdaeleVijddija

4.1.4. Broj Francisellanovicida — —oe'"e— "<&+t ,f,"fe*F Hnmovicidat f—-«f
Nultoga dana (0. dan) Uzorak 2.inokulirana jeF. novicidau koncentraciji od D, x
10° CFU/ml Drugog dana koncentracifmkterijaje poraslana 388 x 10 &)8 PO yHWYUWR.
(4.dan) dana koncentracija jgala na 124 x 10 CFU/ml, zatimosmogdana(8.dan) pala je na
6,0 x 1 CFU/ml, a desetog darfdan 10.)broj bakterija u ispitivanom uzorku iznosio Jjet
x 1P CFU/ml(Tablica 6., Slika 23.

Tablica 6. Broj F. novicidaX X]JRUNX ULMHNH yDE FMQitiHaQ&xdbBliQ GRGDYV
od 10 dandUzorak 2).

Uzorak 2: 2 | uzorka vode +Francisella novicida

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Francisella 1,0x 1 3,88x 10/ 124x 10 6,0x 10° 14x 1
novicida CFU/mlI CFU/mI CFU/mI CFU/mI CFU/mI
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Slika 27. Broj Francisella novicidau uzorku rijek H yYDEUDQNH QD Rar@Qis&l& G D W ND
novicidau razdoblju od 10 dana (Uzorak 2). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37
°CnaBCYEDJDUX D QMLKRYXM$FHBURGXSROGUH@GDQED 1D SRpH'
X]JRUDN YRGH pXYDQ X KODG QU @ Masnie jeLnakoH Bdblatka mela) L R G
bXYDQ QD VREQRMCQVBRAFSXHOUWRB/WNWULYX VWDWLVWLPpNL REUDVF
vrijednost i standardna devijacija.

, ] GRELYHQLK UH]XOWDWD PRAaH VH YLGHMiHOMdiddNDNR MFE
broj drugog dana naglo porastadd QDNW@UMARJ G D QD ] Dpad iddjaHbakke@a M H EOL
koji se nastavio i osmog (dan 8.) i desetog dana (dan ID.PpL PRAHPR YLGMHWL GD |
prolazi, tako brof. novicidalagano opadéSlika 27).

4.1.5. Mikrobiologija uzorka "<@E et ,f,"feed of ' Frangiselld novicida i
Acanthamoeba castellanii

.DR a8WR MH SUHW KR G Q RaRGliVM 0'€@dele MrafjRe mBlog® MX A
HNVSHULPHQWDOQRP UDGX VX NRUL&AWHQH PQRJH KUDQML
SRGORJD ELR MH LVSLWDWL PLNURELRORJLMX LVSLWLYDC(
istovremenogdodatka amebd. castellaniii bakterije F. novicida u razoblju od 10 dana
(Uzorak 3).

.DR aWR MH YUWioraRkRFBrnaxvdli@mMo uzorak u koji su u 2vibde iz rijeke
YyDEUDQNH GRGDQH L VANRsYelaHiiRHapeentradli R B W 1 CFU/mI i
bakterijaF. novicida WDNRYHU X NR QB ki QWWCFD/ML (ddisaRoGu poglaviju
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Materijali i metode Vrste uzorakd). U Uzorku 3.SUDUHQ MH EURM XNJSQLK EDI

ukupnih bakterija na 37C, enterokoka, ukupnih koliformaC. perfringens E. coli, fekalnih
koliforma, amebaA. castellanij te bakterije~. novicidau razdoblju od 10 dana (Tablica)7

Tablica 7. Mikrobiologija uzorka ULMHNH yDEUD QN HraQciBdl&® @viedd & D W N D

Acanthamoebaastellaniiu razdoblju od 10 dan@zorak 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/mlI CFU/mlI CFU/mlI
40 712 436 344 296
UBB na 37°C CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/ml CFU/mi
1,440 x 18 1544x 10° 56x 10 5,68x 10 2,60x 10°
SB AKEA CFUA00 ml | CFUAO0 ml | CFU/L00 ml | CFU/L00 ml | CFU/100 ml
1,040 x 16 1,0 x 10 1,6 x 10 1,6 x 10 15x 10
LesEndo CFUA00 ml | CFUAO0 ml | CFU/L00 ml | CFU/L00 ml | CFU/100 ml
42
TSN CFU/100 ml | nema porastd nema porastg nema porastd nema porastd
TTC
nema porastg nema porastg nema porasts nema porastg nema porasté
m-FC
nema porastg nema porastg nema porasts nema porastg nema porasté

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

Ukupni broj bakterija na 22C u Uzorku 3.nultog dana (0. dan) iznosio je 56 CFU/mL
(neposredno prije inokulacijé. castellanii i F. novicida u koncentraciji od D, x 1C
CFU/ml  'UXJRJD GDQD EURM VH SRYHUDR QD &)8 PO GD(
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 inokulacieeoj ukupnih koliforma na 22C pao je na 360 CFU/mI
(Tablica?., Slika 28).

Slika 28 Ukupni broj bakterija na 22 f& X X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QI
ameba @Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicidau razdoblju od 10

dana (Uzorak 3). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 22 °C na &yeH Ydgatu, a
QMLKRY MH EKUBWNMUBRGHKHRG GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD
hladnjaku pri temperaturi od C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DP
temperaturi 22 °C 5H]XOWDWL VX VWDWLVW IsfeNrja Riedhbsy HQL L]
standardna devijacija.

, ] GRELYHQLK UH]XOW D W DRiefeRg Hand iHakoh BdduHb@jeupNiDNR MH
EURM EDNWHULMD QD f& LSDN ELR QHAWR Y)HUkuplpHIR QD
broj bakterija na 22C mijenjao seX SUDUHQRP YUHPH Q@&MasRR ptji@dz2d R EO M X
0. u 2. darte iz 4. na8. dan), ali je desetog dana nakon inokulalijg bakterijaiznosio 360
CFU/ml (Tablica 7.,Slika 28).

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

Ukupni broj kakterija na 37C u Uzorku 3.nultog dana (0. dan) iznosio je 40 CFWm
(neposredno prije inokulacijé. castellanii i F. novicida u koncentraciji od D, x 1C
CFU/ml  'UXJRJD GDQD EURM VH SRYHUDR QD &)8 PO GD(
laganoopadati na 436 CFU/mI (dan 4.). Osmog dana broj je pao na 344 CFU/ml (dan 8.), te je
X NRQDpQLF kojpao rfa P9Q CHJ/ml (Tablica 7., Slika.29
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Slika 29. Ukupni broj bakterija na 22 f& X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QI
ameba @Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicidau razdoblju od 10

dana Uzorak 3). % DNWHULMH VX LQNXELUDQH SUL WHPSHUDWXU|
QMLKRY MHn KUBWNMUBR GKHR G GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD
hladrjaku pri temperaturi od 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DP
temperaturi 22 °C 5HIXOWDWL VX VWDWLVWLpPpNL REUDYHQL L]JU
standardna devijacija.

, ] GRELYHQLK UH]XOWDWD PR addsatdg dafQakoh@Bku¥ati® M H W L
ukupni broj bakterijana37C LSDN ELR QHAWR YHUL QHJR QD VDPRP SR
DOL PRAHPR |DNOMXpLWL GD LPD WHQGHQFLMX SUHPD SDG
LIPHY X L GDQD NDGD HHRAEGRNANRHEIRMDVWOL QDNRQ |
dolazi b pada broja bakterija (Slika 29

4.1.5.3. Broj enterokoka u Uzorku 3.

Broj enterokoka wzorku 3.nultog dana (0. dan) iznosio je440 x 16 CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacijé. castellanii i F. novicida u koncentraciji od D, x 1C
CFU/mI). Drugoga dana broj se nag® R Y H il D54 Q@ DE CFU/100 ml (dan 2.). Nadalje,
brRM MH SRpHR ODJBXQR&RS DG PWL ®DQ 2VPRJ GDQD GRAaO
do laganog porastadja bakterija n&,68 x 10 CFU/100 ml (GD Q WH MHIaXx NRQDp
10.) broj ponovno lagano pao n&2 1@ CFU/100 ml (Tablica 7., Slika 3D
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Slika 30. Broj enterokoka X X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniii 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 zagrijannaf & % URM HQWHURNRND
perioduod 10GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD MH XJRUDN YRGH pXYDC
°C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND D P2 EI). BRXMt@iGuQD VRE
VWDWLVWLpNL REUDYHQL LJUDpXQDWD MH VUHGQMD YULMF

,] GRELYHQLK UH]XOW DW D dé&sBtagHdaviad nakanGridkdiMciegoN DN R M H
HQWHURNRND ELR SRSULOLPQR YHUL QHJR QD VDPRP SRpHYV
GDQ GRAOR MH GR YHOLNRJ SRUDVWD EURM®D FROMNARHU L
RSDGDWL DOL PRAHPR ]DNOMXpLWL NDNRNMELR SR S&SDIQDL [
visok (Slika 30).

4.1.5.4. Broj ukupnih koliforma u  Uzorku 3.

Broj ukupnih koliforma uUzorku 3.nultog dana (0dan) iznosio je D40 x 16
CFU/100 mL(neposredno prije inokulacija. castellaniii F. novicidau koncentraciji od D,
x 1° CFU/m). DrXJRJD GDQD EURM OVxHLOSTEY/HOD DR (d@n2.). Nadalje,
PHWYUWRRKEDQD @D VWD Wolé 3 RO SRUY1AQI DIY{dakvAL). Osmog dana
(dan 8) broj je ostao isti odnosno6lx 10 CFU/100 ml, teje uNRQDpPQLFL paoGDQ EU
na 15 x 10 CFU/100 ml (Tablica 7., Slika 3
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Slika 31 Broj ukupnih koliforma X X]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na Les egdou, a njihov je
EURM SUBHMWQRGX RG GDQD 1D SRpHWNX SRNRIWH MH X]R
temperaturiod 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DEPHMED pXYDQ
5HIXOWDWL VX VWDWLVWLPpNL REUDYHQL L]JUDpXQDWD MH V

, ] GRELYHQLK UH]XOW DW D dés8agHdaxaHnakdnGridkdle¢jgaN DN R M F
10.) broj kupnih koliforma boYHUL QHJR QD VDPRP SRpHWNYXRNXVD
darg, te 2. i4.danD GR&AOR MH @oRasi&dombhdk@rifal Nakon toga broj bakterija je
ODJDQR SRpHR RSIDIEPONLDQDNRQLRRIRSYILMHPQR YLVRN 60L

4.1.5.5. Broj Clostridium perfringens u Uzorku 3.
Broj C. perfringensu Uzorku 3.nultog dana (0. dan) iznosio je 42 CFU/100 mL
(neposredno prije inokulacijé. castellanii i F. novicida u konentraciji od 10 x 1C

CFU/ml 6OMHGHULK GDQD L GDo@rfrinQend h |DELOM
hranjivim podlogama (Tablica 7., Slika .32
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Slika 32 Broj Clostridium perfringens X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na T&jdru, a njihov je broj
SUDKH@Q@QHULRGX RG GDQD 1D SRpPHWNX SRNXVDri MH X]R
temperaturiod 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DEPHMED pXYDQ
5HIXOWDWL VX VWDWLVWLPpNL REUDYHQL L]JUDpXQDWD MH V

, ] GRELYHQLK UH]XOWDWD PRAaH VH YL Gakdlameéb&ANDNR MH
castellaniii bakterijeF. novicidabroj C. perfringensYHU GUXJRJ GDQDesetdodR QD QX
dana nakon inokulacijedan 10.) brofC. perfringensELR MHGQDN QXOL RGQRVQR

porastna hranjivim podlogama (Slika 32

4.1.5.6. Broj Escherichia coli u Uzorku 3.
8 SHULRGX RG GR G D Q B. @ILLNUEbrkiD3; i rijé Hidnek@n SR U D V \

inokulacijeA. castellaniii F. novicidau koncentraciji od D, x 1 CFU/mI (Tablica 7., Slika
33).
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Slika 33 Broj Escherichia coli X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana

(Uzorak 3). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na Tagaru, a njihov je broj
SUDKH@QHULRGX RG GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD MH X]R
temperaturiod 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DEPHMED pXYDQ
S5HIXOWDWL VX VWDWLVWLpPpNL REUDYyHQL L]JUDpXQDWD MH V

4.1.5.7. Broj fekalnih koliforma u  Uzorku 3.
8 SHULRGX RG GR GDQD QLMH |DEL@WMkdBHQ SRUDYV

prije ni nakon inokulacijéA. castellaniii F. novicidau koncentraciji od D, x 1 CFU/ml
(Tablica 7., Slika 34.
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Slika 34. Broj fekalnih koliforma X X]RUNX ULMHNH yDEUDQNH QDNRQ
(Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana

(Uzorak 3). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 44 °C n&@agaru, a njihov je broj
SUDKH@QHULRGX RG GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD MH X]R
temperaturiod 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DEPHMED pXYDQ
SGHIXOWDWL VX VWDWLVW LD N LriRrdhosbijstar@ardna Je\ildciaQ DW D MH Vv

4.1.6. Broj ameba (Acanthamoeba castellanii ) u uzorku rijek ¥ ,f,"feet efe‘e T 'tf—of
Francisella novicida i Acanthamoeba castellanii

Nultoga dana (0. dan) Wzorak 3.inokulirana jeA. castellaniii F. novicida u
koncentracijod 10 x 1¢ CFU/ml Drugog dana (dan 2.) broj ameba pamge3p x 1¢
&)8 PO yH\Wavid)W&nbgdan8.) i desetogdana(dan 10.)QLMH ]JDELOMHAQD SU
amebaA. castellaniiu Uzorku 3.(Tablica 8., Slika 35.
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Slika 35. Broj ameba Acanthamoeba castellaniX X]J]RUNX ULMHNH yDEUDQN
dodatka ameba Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicidau razdoblju

od 10 dana Uzorak 3). % URM DPHPD SSHUDURHEX RG GDQD 1D SRpH
X]JRUDN YRGH pXYDQ X KODG Q® RXasni jeLnakoH Bddiatka Mela) L R G
pbXYDQ QD VREQRRFCNHPISHKWONMNDWIL VX VWDWLVWLPpNL REUDY
vrijednost i standardna devij

,] GRELYHQLK UH]XOWDWD PRA&H VH YLGNadttMdaniNDNR MH
bakterije F. novicidg bro DPHED YHU GUXJRJ GD QdékorSR [eid ngeSDGD W |
]D EL O MH aH QDcBtdllaniX WzQ ke B.(8lika 35).

Tablica 8. Broj ameba Acanthamoebaastellani) u uzorkuriegkH YDEUDQNH QDNRQ GI
Francisella novicidai Acanthamoebaastellaniiu razdoblju od 10 dan@zorak 3).

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

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Acanthamoebg 1,0x 10° 30x 10 nisu prisutne| nisu prisutne| nisu prisutne
castellanii CFU/mI CFU/mI
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4.1.7. Broj F. novicida — —a@e‘"e— "<EteF ,f,”feef <Hraneisdlta fovicifla i
Acanthamoeba castellanii

Nultoga dana dan 0.) u Uzorak 3.inokulirana je A. castellanii i F. novicida u
koncentraciji od 1.0 x FOCFU/mL Drugog dana broj bakterija je porastaa 70 x 1C¢
&)8 PO yHWany ) WRnhbroj bakterija u ispitivanom uzorku iznosio g2 x 10
CFU/ml, zatim jeosmogdana @lan8.) broj bakterija iznosid,0 x 10 CFU/mI, a desetog
danal,2 x 10 CFU/ml(Tablica 9, Sika 36.).

Slika 36. Broj Francisella novicidau uzorku rjek H YDEUDQNH QD NaR€baGRGDWVH
(Acanthamoeba castellaniii bakterije Francisella novicida u razdoblju od 10 dana
(Uzorak 3). Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na BGYjaru, a njihov je broj
SUDKH@HULRGX RG GDQD I X3RPBWNKRGSRNPXYDD® X KOI
temperaturiod 4C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DRPHE.D pXYDQ
5HIXOWDWL VX VWDWLVWLpNL REUDYHQL L]JUDpXQDWD MH V

, ] GRELYHQLK UH]X @iWwak o nBKR@ dbdstkim¥les. Idastellanii i
bakterije F. novicidg broj F. novicidadrugog dana naglo porasta® QDNRQ pHWYUWRJ
] D E L OjMIeigail Rad broja bakteria8 SHULRGX L]PHYyX RVPRIdm@dd Q L C
10.) | DELOMHAHQ MH SR Or8afQievicdaBIike36)SRUDV W
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Tablica 9. Broj F. novicida X X]JRUNX ULMHNH yD E UFigiseia oRidideiQ GRGDV
Acanthamoebaastellaniiu razdoblju od 10 dan@zorak 3).

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

HRANJIVA
PODLOGA / DAN 0. DAN 2. DAN 4. DAN 8. DAN 10.
DAN
Francisella 10x 1 70x 10° 22x 10 1,0x 10 12x 10
novicida CFU/mI CFU/mI CFU/mI CFU/mI CFU/mI
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vata """t t,.f O ESf Lfe—1T"<Ef < fef,f <coeet — -7« ”fCEZ<«<—

U drugom dijelu prikaza rezultata prikazana je usporedba broja svih prethodno
navedenih vrsta bakterija te amebacastellanii L ] P HY2¢6rka 1, Uzorka 2.i Uzorka 3. u

obliku grafova

4.2.1. Ukupni broj bakterija na 22 °C

$NR XVSRUHGLPR SUHALYOMDYDQMEHLXNHBEGPKRIL, EURMD E
i3. PRAHPR ]DNOMNXbpLMH GDMEONDELMH SUHALYOMDY¥DMX X X]
novicida(Uzorak 2). Uzorak 1.i3. LPDX YUOR VOLpPpDQ UDYW pEridgédRiddd EDNHL
GDQD LDNR X NRQDpPQLFL GDOQ L P EoRU] D(2QuoteD QV X Y+

+ amebe), a malo manji brojuzorku 3.(2 | vode + amebe . novicidg (Slika 37).

Slika 37. 8 VS R UH G E DUzotkaH y2Xi 3. - Ukupni broj bakterija na 22 °C u uzorku
ULMHNH yDEUDQNH X U D BakiReH®OIM KkibiGane pGtBrgperaturi od 22 °C

QD NYDapsydBR D QMLKRYXMIHBURMXSRGUIHGDQD 1D SRpH
XJRUDN YRGH pXYDQ X KODG QU 2NKasni jeLnakbH Bdtidtkd vea) L R G
bXYDQ QD VREQRRCCN HPIISHWONDAWIL VX VWDWLVWLPpNL REUDY
vrijednost i standardndevijacija. 2] QDNBP RA]QDpDYD VWDWLVWRaAWE ]QDpPpDI
]QDpDMQRVWL RG S VPDWUDQD MH VWDWLVWLpPpNL ]QDD

Dobiveni rezultati pokazuju kako je ukupan broj bakterija nd@2 uzorku u koiji je
dodana samoF. novicida (Uzorak 2) VWDWLVWLpPNL JQDpDMQR PDQML
vremenskim razdobljima nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na uzorke vode rijeke

y Drénke u koje su inokulirangFi. novicidai amebe (Jzorak 3) ili samo amebgUzorak 1).
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4.2.2. Ukupni broj bakterija na 37 °C

$NR XVSRUHGLPR SUHALYOMDYDQMEHLXNHBEGKRIL, EURMD E
i3. PRAHPR ]DNOMNXbpLMH GDMEONDELMH SUHALYOMDY¥DMX X X]
novicida (Uzorak 2). Ako usporedimoUzorak 1.i Uzorak 3. X NRQDpPpQLFL GDQ
]JDELOMHAHQ YHUUzErkURBK2 |Edi&l \akhébe . MoXcidgd, a malo manji broj
uUzorku 1.(2 | vode + amebg(Slika 38).

Slika 38 8 VS R UH G E DUzotkaH y2Xi 3. - Ukupni broj bakterija na 37 °C u uzorku
ULMHNH yDEUDQNH X U D BakiReH®OIM KkibiGane pGtBrngperaturi od 37 °C

QD NYDapsyBR D QMLKRYXMIHBURMXSRGUIHGDQD 1D SRpH
XJRUDN YRGH pXYDQ X KODG QU &NKasni jeLnakbH Bdtidtkad el L R G
bXYDQ QD VREQRRCCN HPISHWONDAWIL VX VWDWLVWLPpNL REUDY
vrijednost i standardna devijge 2]QDNBP RA]QDpDYD VWDWLVWRaAME ]QDpPpDI
]QDpDMQRVWL RG S VPDWUDQD MH VWDWLVWLPNL ]QDPp

Dobiveni rezultati pokazuju kako je ukupan broj bakterija nd@u uzorku u koiji je
dodama samd-. novicida(Uzorak 2 VW D W Q\DW D WVNJIR RPOUHWHeQIeRKIm
razdobljima(dan 8. i dan 10.nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosuastale uzorkeldzorak
1.i Uzorak 3).

4.2.3. Broj enterokoka

$NR XVSRUHGLPR SUHAaLYOMD YZoreMI 2.Hi BW HRIRRANHRPNRD L] |
SRQRYQR |DNOMKhMML QM EODELMH SUHALYOMDYDIMX X X]F
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novicida(Uzorak 2). UUzorku 2. X NRQDpQLFL GDQ QLMH ]DELOMHAH
hranjivim podlogamaUzorak 1.i 3.imajX YUOR VOLpPpDQ VikxV\perBduRMD HQWH!
GDQD LDNR X NRQDpPQLFL GDQ LPDWBk)B. REMIFQV X YHI
CFU/100 ml(2 | vode + amebe F. novicidg, a malo maniji broj Wzorku 1. +2.24 x 10

CFU/100 ml(2 I vode + amebe) (Slika 39

Slika 39 8VSRUHGED UkgRaH §,X2. i 3. - Broj enterokoka u uzorku rije ke
yDEUDQNH X UD]GR E 8aUtrijdR9Q inkulid@ne® @i temperaturi od 37 °C na SB

agaru, a nakon toga radi se potvrdni test na KEA agaru koji je prethodno zagrjan°Q.

%URM HQWHURNRHNWDL BG R IRM® GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD
hladnjaku pri temperati od 4°C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DP
temperaturi 22 °C 5H]XOWDWL VX VWDWLVWLpPpNL REUDYHQL L]l
standardna devijacija2 ]|QDNP RA]QDpDYD VWDWLVWISEINLQDR ORDY R M QRD
odp<0,05VPDWUDQD MH VWDWLVWLpPpNL JQDpDMQRP

Dobiveni rezultati pokazuju kako je broj enterokoka u uzorku u koji je dodanasamo
novicida (Uzorak 2. VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQR PDQML X VYLP LVSLV
nakon inokulacije (p < 0,05) uodnosunaRIUNH YRGH ULMHNH yDEUDQNH X N

F. novicidai amebe (Jzorak 3) ili samo amebelzorak 1).

4.2.4. Broj ukupnih koliforma

$NR XVSRUHGLPR SUHALYOMDYD QaiHa X,RXS QPR ANFRP@®RLIR U
SRQRYQR |DNOMXhMMLSERD EDQNR QDMVODELMH SUHALYOMDY
samo F. novicida (Uzorak 2). U Uzorku 2. X NRQDPQLFL GDAQ QLMH ]DE

ukupnih koliforma na hranjivim podlogamdzorak 1.i 3. se 2. dana miosta razlikuju YH U L
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porast uUzaku 1), ali od 4. danaLPDMX YU OR V Oukpdip kalidorvhgviake LLR M D
NRQDpPpQLFL GDQ LPDPR ]D QuUzbku®@ \+X6 ¥ B CFYROUBIVW EUR
(2 Ivode + amebg)a malo manji broj Wzorku3. +1,5 x 10 CFU/100 ml (2 vode + amebe

+ F. novicidg (Slika 4Q).

Slika 40 8VSRUHGEDUkgrRaHK; . 1 3. - Slika 12. Broj ukupnih koliforma u

XJRUNX ULMHNH yDEUDQNH XBékiiije sunuldirdnd&pd temp@atQrivd
37°Cnalesend®JDUX D QMLKRY BHUWEIRRGK REDUIH®DQD 1D SRpH
XJRUDN YRGH pXYDQ X KODG QU 2NKasnie jeLnakbH Bdtidtkd vea) L R G
bXYDQ QD VREQRRCCN HPISHWONDAWIL VX VWDWLVWLPpNL REUDY
vrijednost i standardna devijaciji2 ]| QDNB RA]QDpDYD VWDWLVWRaAWA ]QDpPpDI
]QDpDMQRVWL RG S VPDWUDQD MH VWDWLVWLPNL ]QDP

Dobiveni rezultati pokazuju kako je brokupnih koliforma u uzorku u koji je dodana
samoF. novicida(Uzorak 2. VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR PDQML X RGUHYVFE
(dan 4., dan 8. i dan 10.) nakon inokulacije (p < 0,05) u odnosu na uzorke vode rijeke
yDEUDQNH X NR MH-.ViVididaiRmexe(1zbrdk Q)Hli damo amebelfzorak 1).

OHYyXWLP GUXJRJ GDQD QDNRQ LQRNXODFLMMKod GDQ
uzorka kod kojeg je dodanaFi novicidai amebe (Jzorka 3) i kod uzorka kd kojeg je
dodana samé. novicida(Uzorak2) VW DWLVWLpNL ]QDpDMQR PDQML S

u koji su dodane sam ameldzprak 1).
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4.2.5. Broj Clostridium perfringens

$NR XVSRUHGLPR SUH &C.Yperviiyahd Q] H ysorkal 1y B.W 8.M H
PRAHPRNOMXpLW IUIGWH XHR YD RU D Q Nriddijza kasiC. pEFHiR)ED Q
sve tri vrste uzaN D GDQD ]JDELOMHaAHQ MH SRUDVW QD KUDQML
&)8 P/ 60MHGHULK GDQD L C.@éfhgeslisiH JDELC
hranjivim podlogama, u nijednoenod tri vrste uzoraka (Slika 41

Slika 41. 8VSRUHGE DUkofkaHLy X. i 3. - Broj Clostridium perfringensu uzorku

ULMHNH yDEUDQNH X U D BakiReH®OIM KkubiGane pGtBrngperaturi od 37 °C

na TSNDJDUX D QMLKRYXMHEURGMX SRI®UH@DQD 1D SRpHWNX
YRGH pXYDQ X KODGQMDRX BUNDWEPEHEHUNKN DDINRG GRGDWN
sobnoj temperatur2g°C  5H]XOWDWL VX VWDWLVWLpNWijgBoStDYyHQL L
standardna devijacija.

4.2.6. Broj Escherichia coli

$NR XVSRUHGLPR SUH &E Y@ M DPYHReVKE 1E2DINBW HPURLANHHP R
JDNOMXpLWULGIH X HR WIDEWU D Q Medlij @aLrisE. cBIRU BVE tHi @ste uzaka
0. danaQLMH ]DELOMH&AHQ SRUDVW QD KUDQMLYLP SRGORJDPL
GDQ QLMH ]DELO M HEAddIQnSRAnjDik \podb Gl H kljedvietod tri

vrste uzoraka (Slika 42
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Slika 42 8VSRUHGEDUtgrRaHly X. i 3. - Broj Escherichia coliu uzorku rijeke

y D E U DWrardbblju od 10 dana Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C na TTC
DIJDUX D QMLKRYX MHWEIRRGK RED IH®DQED 1D SRpHWNX SRNX\
u hladnjaku pri temperaturido4°C D NDVQLMH MH QDNRQ GRGDWND DF
temperaturi 22 °C 5H]XOWDWL VX VWDWLVWLPpNL REUDYHQL L]
standardna devijacija.

4.2.7. Broj fekalnih koliforma

$NR XVSRUHGLPR SUHALYOMPKNBXbKa LHNIB.0 @IRK HNRRFO L | R |
SRQRYQR ]DNOMMXpLMHN 8 Dy XER D QNnddijzh Mast % RRIREEMHY VO XpD N
fekalnih koliforma. U sve tri vrste uzaka 0. danaQLMH ]DELOMH&HQ SRUDVW
SRGORJDPD 7DNRYHU QL VOMHGHULK GDQD fekalnih L

koliforma na hranjivim podlogama, u nijednome od tri vrste uzargika 43)
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Slika 43 8V SR UH G E DUzoylRaHy X i 3. - Broj fekalnih koliforma u uzorku rijeke
yDEUDQNH X UD]GR E Ba#tXrijdR9B inkulikr&n@ i temperaturi od 44 °C na m

FC agaru, aQMLKRY MH EURM ISRI®X HREG GDQD 1D SRpHWNX SR
bXYDQ X KODGQMDNX °SUD WBVOQHMBWWHIQRMERQ GRGDWND D
temperaturi 22 °C 5H]XOWDWL VX VWDWLVWLpPpNL REUDYHQL L]l
standardna devijga.

4.2.8. Broj Francisella novicida

.DR @&WR MH YHU VS RNRadteqjali Rmeto®&Ri3© D2érakdUzorak 2.
jeu2l X]JRUND YRGH XE D¢viti@eDa VIx&¥& 3. MH LVWRYUHPHQR XEDD

novicidai amebaA. castellanii

$NR XVSRUHGLPR FshbviddayL.Q MDge®mi@ 9. HUzorka3. PRAaHPR
]IDNOMXpPLWL GD X NRDRifaHAQ M8 DS HZokkv Q.méd@YiDzoxku 2.
(Slika 44). U Uzorku 2.j H GDQD ]DELO Mk 46 GFUEMI,RaMURGU 3.je
]DELOMH &HDx BBUREWmR(Gablica 6., Tablica 9.).
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Slika 44. 8V SR UH G E DUtoyRaR2 ¥ XJzorka 3. - Broj Francisella novicidau uzorku

riek H y D E U D@zadablju od 10 dana Bakterije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C
naBCYEDJDUX D QMLKRYY MH IEELRRGWX RIDIUHGQGDQD 1D SRpHWNX
YRGH pXYDQ X KODGQMDRX BUNDWEPEHUNKN HYDINRG GRGDWN
sobnoj temperatur2@ °C). 5H]XOWDWL VX VWDWLVWLpPpNL REUDYHQL L]
standardna devijacija.

4.2.9. Broj ameba Acanthamoeba castellanii

.DR @&WR MH YHU VS RNRadteqjali Rmeto®&Ri3® D2érakdUzorak 1.
jeu2lYRGH XEDpHQD AvdadeeRani) B HEzbrak 3. MH LVWRYUHPRHQR XEDFE

novicidai amebaA. castellanii

$NR XVSRUHGLPR ASd¢asidlanii OINP DIY&iQaMLH Uzorka3. PRAHPR
]DNOMXpLWL GD dxnaRiBlarzi ¥d RadaNdbojanaba. Drugog dana (dan 2.) je malo
YHUL EURM VURdikiu .38 K QF GFU/mI), a malo maniji broj Wzorku 3.(3,0 x 1¢
CFU/ml) (Tablica4., Tablica8.). Od 4. GR GDQD QLMH ]DELOMMAAHQD S

castellanii ni uUzorku 1, ni uUzorku 3.(Slika 45).
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Slika 45. 8V SR UH G E DUZoflkaH y Mzorka 3. - Broj ameba Acanthamoeba castellanii

X X]JRUNX ULMHNH yDEUDQNH X %JDR @ RERH/EM@dERBILDAEE® Q D
GDQD 1D SRpHWNX SRNXVD MH X]J]RUDN YRGHCXidig X KOD/(
MH QDNRQ GRGDWND DPHED pX¥VDE QBHYREWRW LWWP SHWI
REUDYyHQL L]JUDpXQDWD MH VUHG{@MD YULMHGQRVW L VWDC(C
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5. RASPRAVA

Vrste AcanthamoebaGRPDULQL VX PQRJREURMQLP XQXWDUVWD
bakterija iz rodéFrancisella AmebaA. castellaniiprisutna je svuge u prirodnom vodenom
R N R ®adoai Xrste bakterija iz rodarancisella(2). 8 YR G H Q R Pk&NiB Ridfiimdva
amebe sipowezane shakterjama.2YD DPHED pHVWR VH NRULVWL X ODEI
SURXpDYDQMD XQXWDUVWDQLpQRYVE UDRWDD Gl BWSHEN.MD O O
PHGLMX NRML VDGUAL bBéjrihEdakiérijia (périjefideMa. rodizyioNella
Mycobacterium Chlamydig, pa tako i bakterija iz rod&rancisella(3,68). 1z tog se razloga
neke vrste protozoa smatraju opasnim za prijenos tularepujgeebice putem prirodnih
SRYUALQVNLK YRGD (Y R GXévicdayWDL [PY IPGIIX DIVHL MPSLRPDREQR VYV
L UD]JPQRADYD VH XQXWDU DPHED NDNR EL RSVWDOD X YR
Francisella prisutnanegdje u prirodnom vodenonrRNROL&X WDPR VX pHVWR S
protozoe popuA. castellanii(70,71,72,73

Primjerice, bakterije iz rodaegionella ALYH X SULURGQRP L&dmXPMHW(
YRGHQRP RNROLA&X D PRODAMHRAsNREODIAU me@ijD koji VDG UAL
DPHEH LJUDAHQLML $MHX §DWEKR RIBERYBDERREROMQLK YDQMVNLK |
klorinacije (82). 7/ DNRYyHU SURYHGHQR MH L MHGQR LVWUDALYDQI
Legionella pneumophilai F. novicida XVSMIKBAGRLY O MANQRMRYDMX VH XQX
protozoa, odnosno unutar amebe&tyosteliumdiscoideum 7LP LVWUDALYDQMHP GR
rezultati da broj bakterij&. novicidaGRVHaH PDNVLPXP V Dawidba@@N R Q LQI
LVWUDALYDQMX VH aHOMHOR L(¢itBHalasDADILnaluldzBkNoBktetilW M Hp X G |
amebuD. discoideum 1DLPH XWYUVHQR MH GD GRGDWiDkaldsitdRQFHQ\
DQH XWMHpH QL. phBuwhdphiEaT-Nndvidital lsiniebiD. discoideun{83).

Glavni cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj am@baastellaniinaukupan
broj bakterjaX ULMHpPQRM YRGL QD SULPMHUX UL dbgibnydaE U D QN |
VDP X ][DYUAQRP UDGX LV WU D a LFY BoRici8au HJA LV HDFOLMYDDYEDUDMOHN [E D
]D WHPX RYRJ GLSORPVNRJ UDGD ELR MH QDVWDYDN LVWUI
]JDYUAQRPH UDGX GRQHVhb@cidats B BIOWOMDYDGOD ULMHFL yDEL

broj s vremenom smanjuje (84).

Rezultati ovog WWUDAaLYDQMD SRND]XMKWUNLMHG&HEBMHODS|
MLNURELRORJLMD ULMHNH yDEUDQNH EH] LNB&NMRISGRGDW |
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ELOL VOLMHGHUL XNXSQizndsid i¢ 86 EBUNW bkudnivbid] Gakterija na

37 °C iznosio je 40 CFU/Mm broj enterokoka iznosio je 440 x 16 CFU/100 m| broj

ukupnih koliforma iznosio je 040 x 13 CFU/100 m] a brojClostridium perfringensznosio

MH &)8 PO 8 XJRUNX ULMHNH yDEUB. @QdiHi fekalvnH JDELO|
koliforma. Navedeni rezultati prikazani su u TablicBm L X VWXSFX A'$1
obzirom da je uzorak vodgiULMHNH yDEUDQDNHE BGUXEKEBRXMIRDPMHI WRN
je rijeka promatrana i R XpDYDQD NDR U HddhbshD Fddi XaNkDpa¥ R Sria
BUHGEL R N®2XpaleWWRBQGDUGL ]JD RFMHQX NDNYRUH YRGD
Escherichia coli Naime, pema ovoj Uredhb kriterij za E. coi MH ]DGRYROMDYDMX
crijevne enterokoke nijgnaksimalna vrijedost trebalabi iznositi ” 400/100 mi(81).

Jedan od ciljeva rada bio je napraviti usporedbu broja bakterijaddigid WUL UD]OLD
YUVWH X]RUDND 'DNOH NDR a4WR MH SULND]JDQR X UH]XO

XVSRUHGED UD]OLpPpLWLK YUVWD AL castellhi I RRUH PadkaEID NW HU L |
Uzorka 2.i Uzorka 3.

8VSRUHGERP SUHALYOMDYDQMD NIXPER2rkaW,RNMD EDNW
3. PRAHPR ]DNOMXpLWL GD EDNWHUzoMH2. oM/ OdjEjeMH SUH
dodana samé&. novicidg. Ukupni broj bakterijana 22C YUOR VOLpQRUMRA/MWH L]PHY
i Uzorka 3 (dodana F. novicidai A. castellani), iako jedesetog dana nakon inokulacze
QLMDQVX YHulUzskr W.@adevaEdniA. XXastellani) (Slika 37.).

8VSRUHGERP SUHALYOMDYDQMD XNXPERDrKAURMD EDNW
3. PRAHPR |DNOMXpLWL GD EDNWHULMUzdska 2B26:@ku QD MV OD E
je dodana samB. novicidg. Ukupni broj bakterijana 37C YUOR VOLpQRUbERY WH L]PI
1. (dodana samoA. castellani) i Uzorka 3, ali desetogdana nakon inokulaciigMH LSDN YHUOL
EURM ]D EWURkuFB&dddanX F. novicidai A. castellani) (Slika 38.).

8VSRUHGERP SUHALYOMD Y DAQrkbDL, B Q3V HRJIRRANHPNRD | DNPGIM X p |
GD HQWHURNRNL QD MVzorkuRl(dddinaantdB. IndvitgDty O thhxXu20rku
L GDQD QLMH XRSUH ]DELOMHAHQ SRUDVW HQWHURNI
SULOLNRP XVSRUHGEH EURMD HRQANKHURMNRMD sam® Ay X X]RU
castellani) i Uzorak 3. (dodana iF. novicida i A. castellani), rezultati pokazuju da
HQWHURNRNL YUOR VOL} QiRles¢foy ddna nakdl inekulakjreipb. 2D
QLMDQVX YHUL SRMdKV¥SIHaBLYOMHAaAHQ X
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$NR XVSRUHGLPR SUHALYOMDYD QitiHa X,RXS QPR ANHRFPRLIR U
SRQRYQR |]DNOMXpLWL GD EDNWHUWUrbrkiH2. @didhy<amoEH-. MH SUH
novicida WH X WRP X]JRUNX YHU D IDWLP L L GDQD QLM
koliforma na hranjivim podlogama (Slika 400)zorak 1.i Uzor&k 3. se 2. dana podosta
UD]JOLNXMX SRGRWXAkuYIHULDSWH.PDVRMD MX YUOR VOLPpQX SX!
EDNWHULMD D X NRQDpQLFL GDAQ MzorkDL.(QlikawMD. VX YHUL

8VSRUHGERP SUHALY GM2iffibgerd D | FEHDDNXrKa ULL ™ H 3.,
]JDELOMHAHQD MH MHGQDND VLWXDFLMD X VYH WUL YUVWH
ULMHNH YyDEUDQNH QLM H. PaRIrRenONRIneHGG tlavia Jedu bvB Villkste
X]JRUDND ]JDELOMHAHQ SRIUDVWORMHGH)E K GDQD L
] D EL O M H aCi Ggrf8rigeh& Viij@dnome od sve tri vrste uzoraka (Slika 41.).

3UDUHQM HakteHERMDX UD]JOLPLWLP X]RUFLPDPRAHFARNRP C
]DNOMXpLWL G DabtgrikéJmjeNpdgbaddrHiedij Ja rast ove bakterije, odnosno ova
bakterija nije bila prisutna u rijeci u trenutku uzorkovanja. Naime, u nijednome od sve tri
YUVWH X]JRUDND QLMH ]JDELOMHaHQ SRUDVW QD KUDQMLYLP

Jednéi rezultati kao i kodE. coli ][DELOMHAHQL VX L NRG IHNDOQLK
nijednome ispitivanom uzorku nije ]DELOMHAHQ SRUDVW IHNDOQLK NRC
SRGORJDPD XNOMXpXMXuL L GDQ ©6OLND

8VSRUHGED S WFHwUddaRDMBQWID UHQD L]PHYyX VYH WUL Y
LIPHY X X]WdrdkNDUzorak 3, jer uUzorak 1.nije prethodno dodanB. novicida
Dakle, usporedbordzorka 2.i Uzorka3. PRAaHPR ]D NOrduicla W INBQDPpQLFL ERC
SUHAL Y Owrku3Ddodana iF. novicidai A. castellani), a slabije uJzorku 2.(dodana
samoF. novicida 6OLND O9HUL EURM EDUYOKKEHBIYMD ]J]DELQMHA&H(
dana. Iz grafa (Slika 44.) je vidljivo kakoWzorku 2.s vremenom dolazi do pada brdja

nowvcida, dok uUzorku 3.broj ostaje na istoj razini, odnosno nema tendenciju prema padu.

8VSRUHGED S WHastellani@IMWDHQ BODUHQD L]PHYX VYH WUL Y
LIPHY X X]URrdrdkN.DUzorak 3, jer uUzorak 2.nije prethodno dodana. castellanii
Dakle, usporedbontyzorka 1.i Uzorka 3, vidljivo je da u obije vrste uzoraka brdj.
castellanii YH U GDQD SDGD 6OLND 'UXJRJ GDQD MH PDOR

Uzorku 1.(dodana samdA. castellani), a malo maniji broj Wzorku 3.(dodana F. novicidai
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A. castellanii YHWYUWRJ GDQ RVPRJ GDQ L GHVHWRJ (
prisutnost amebA. castellanii ni uUzorku 1, ni uUzorku 3.(Slika 45.).

,] VYHID QDYHGHQ®N®REPILWL V kpod Mt Gitdta HhaktdiaW R Y R
(ukupni broj bakterija na 22 i 3C, ukupni koliformi, enterokoki) najslabifSRUDVW J]DELOMH
je uUzorku 2.(dodana samé. novicddg WH MH XWYUyYyHQR GD MH VWDWLYV

RGUHYHQLP YUHPHQVN L Pokiadi® HE®MNI) R DA M&d3tale uzorke
(Uzorak 1.i Uzorak 3).

Uzorak 1.(dodana samaA. castellani) i Uzorak 3.(dodana iF. novicida i A.
castellani LPDOL VX YUOR VOLpDQ UDVW EDNWHULMD X QHNLT
Uzorku 1.(ukupni broj bakterija na 222 XNXSQL NROLIRUPL D X QHNLP VO
rasle uUzorku 3.(ukupni broj bakterjana37C EURM HQWHURNRND OHYyXWLP
GD LDNR MHMorkd RH y2orka 3. ]DELOMHAHQ Y UaRtBijay enklp [eQitiu DVW E
VOXpDMHYD G Dimé Yoimblipsddairalikovali (primjerice 2. dana kod ukupnih
koliforma, Slika 40.) Naime, drugog dana nakon inokulacije (dan 2.) broj ukupnih koliforma
je kodUzorka 3.ELR VWDWLVWLDp(W Kk 0,Q5D ¢ aivdQRIdREak) MSElika 40.).
7R MH MHGLQL VOXpDM NRG NRMHJ MH ]DELOMHAHQD VWI
L] P Hy2¢rka 1.i Uzorka 3.

1DGDOMH PRAHPR ]DNOMXpLWL GD X]RUDN ULMHNH yD!
perfringens E. coli WH IHNDOQLK NROLIRUPD RGQRVQR ULMHND yL
EDNWHULMDPD 1DLPH X RYD WUL VOXpDMD NRG VYH WUL Y
QLMH XRSUH |DELOMHAHQ SRUDVW EURMMDpBi®ERYQIRAaSULV XYV

aWR nditidd/ LR D ER OMH W&brkud3l(do@anblFYryviXidai

A. castellani), nego uUzorku 2.(dodanasamoF. novicida 6 OLND , QD NUDMX
A. castellani GUXJRJ GDQD MH ]DELOMHEbK 1Y(HodanaEsdrfoM. D PH E D
castellani), a malo manji broj Wzorku 3.(dodana iF. novicidai A. castellani OHYyXWLP
YHO pHWYUWRJ GDQD GDQ A.QadsMItni) IDUZdrOnaHhakeddZorkd U LV X W Q
1., ni kodUzorka 3.(Slika 45.).

7D NR ¢l Wvog diplomskog rada je bio ispitati utjecaj amebBaanthamoeba
castellaniQD EURM EDNWHULMH X ULMHPQRM YRGL QD SULPMHU
Dakle, A. castellaniije dodana Wzorak 1.i Uzorak 3. Broj A. castellaniiu periodu od 10
dana uwJzorku 1.prikazan je na Slici 19., a bréj castellaniiu Uzorku 3.prikazan je na Slici

8V SRUHG Bborkg PiHUgatka 3. SULND]DQD MH QD 60OLFL .DR a
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GUXJRJ GDQD MH ]DELO MUbzérkuQ.(dodank sBrobR khs2IRH)E Dmxio

manji broj uUzorku 3.(dodana iF. novicidai A. castellani O HYyXWLP YHUO pHWYUW
GDQ QLMH ]D E L @MdstallagDuAStdime. NtehRf WH] X OWDWD ]J]DELO
GUXJRJ GDQD GDQ PRaHPR ]DNOMXpLWL GD MH X RYRP
QDOD]H VDPH X XJRUNX ULMHNH yDEUD ®Méliciggtdi®siéDGD VH
prisutnostF. novicidaEU&H VPDQMXMH KW RIWDPHE® KRAHRARR UHUL GD
bakterije pojela 0dRVQR IDJRFLWLUDOD ]RQNORaGdlfiaktiselR pdj¢lsP R
KUDQMLYH VDVWRMNH DPHEDPD WH RQH ]JERJ WRJD VODEL
francizelom X X]JRUNX ULM HegbkadabsusBraeNEH] IUDQFL]JHOH  OHYXW
VPLMHPR ]DERUDYLWL GD QDNRQ QHNRJ YUHPHQDA QDNRQ
castellaniini u Uzorku 1.(dodana samd@A. castellani), niti u Uzorku 3.(dodana F. novicida

i A. castellani). 5DJORJ WRPX PRaAH ELWL QHGRVWDWDN KUDQMLYL

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

7 D N R §ilHovog diplomskog rada bio je pratiti utjedaj novicidana broj bakterija u
U L M H piQPakeF. Rovicidadodana je Wzorak 2.i Uzorak 3. Broj F. novicidau Uzorku
2. prikazan je na Slici 27., a bréj novicidau Uzorku 3.prikazan je na Slici 36.. Usporedba
L]PHWY20rka 2.i Uzorka 3. SULND]DQD MH QD 6OLFL JIDRLAWR NI
odmahvidljivo da F. novicida EROMH S U HézbrkuO3W@oddda X-. novicidai A.
castellani), nego uUzorku 2.(dodana samé. novicidd. 'DNOH L] RYRJD PRaHPR ]D
daFranciselaEROMH SUHALYOMDYD NDGD Al EebskllanjjRedgd kad@&eOD]L |C
nalazi samostalnoOvaj rezultat potkrepljuje teoriju d&rancisella u prirodi dugotrajnije
SUHALYOMDYA cxAstdldnii WeQduDsamostalnom obliky70,71,72,73). 0 Rémo
]IDNOMXpLWL GD VH QD SULP FrahdisellXUD)RQ@RE DM B NXHAXIVEID QF
castellani RGQRVQR GXaH RSVWD MdastdlaBiULVXWRVW SURWRI]RH
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=$./-8y%.

S obzirom na dobivene rezultate tijekom izrade ovog diplomskog dacteeseni su
VOLMHGHUL |DNOMXpFL

x Prema SUHGEL R NDNYRUOL YRGDMHND NOSUJDOMOHND QLMH
]DGRYROMD Y ibyppiekelkdg IbivjatijgunM enterokoka,

X BLMHND yDEUDQND QLMH ERpeRMbdgeqs P ddB teMfednihU D VW
NROLIRUPD RGQRVQR UISMRHRDQYDHDDOWNIBA LQMLAMD Y D Q
bakterijg

X SYH LVSLWLYDQH YUVWH EDN WuddgkuM R G3D M]VOIDNEH NIH  ySJEH

u koji je dodana same. novicidg

X ,]JPHyYyX X]J]RUDND XaNdbA. cstdlla@iiRu@ddaRa u koji je dodanaA.
castellaniii F. novicida ][ DELOMHaAHQ MH YUOR WQMEDQDEUGBMHEI
VWDWLVWLpPpNL ]QDH DOMHQ P R Bl FORAY ExstelaniKrpd. Wtjecajnd

broj ostalih prethodno prisunih bakterija u uzorcima,

x $PHEDPD MH SRJRGQLMH NDGD VH QDOD]H VDPRVWDO

kada se nalaze zajedn& snovicidg

X YHWYUWRJ GDQD QDNR@LKQRNPEDG MMIAHGRIEIWLYXWQR!
niti jednomeod uzorakabez obzira na to jesu li amebe u uzorku prisutne zajedno s

francizelom ili su samostalne

X F. novicida EROMH SUHALYOMDYD NDGD \AHcaétekahi hetioX QD OD]
NDGD VH QDOD]L VDPRVWDOQR X X]JRUNX ULMHNH yDEULI
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