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SAZETAK

Zrak predstavlja neizbjezan medij za prijenos razlicitih oneciS¢enja okoliSa na covjeka, pri
¢emu sve veci problem ¢ine zatvorena okruzenja u kojima ljudi provode velik dio vremena.
Svaka individua predstavlja izvor specificne mikrobiote koja se oslobada u okolni prostor
putem respiratornog sustava, koze te kontakta s razli¢itim predmetima. Uslijed aktualne
pandemije COVID-19 uzrokovane virusom SARS-CoV-2, Svjetska zdravstvena organizacija
(8Z0) izdala je razli¢ite preporuke za prevenciju Sirenja virusa, medu kojima je i preporuka o
noSenju zastitnih maski za lice. Brojne drzave, medu kojima i Republika Hrvatska, uvele su
potom obvezu noSenja zastitnih maski u zatvorenim prostorima. Zastitne maske za lice, uz broj
Cestica virusa kojima je populacija izloZena, smanjuju 1 broj bakterija. Glavni cilj ovog rada jest
bio ispitati razliku sposobnosti filtriranja bakterija ovisno o koriStenoj zastitnoj maski za lice.
Takoder, uz ukupne aerobne mezofilne bakterije, a potom i identificirane bakterijske vrste,
odredena je 1 sposobnost filtriranja kvasaca i plijesni. Zrak je uzorkovan u veljaci 2021. godine
u dje¢jem vrticu (skupine Bubamare i Ribice) te u osnovnoj skoli (4.b i 8.b razred) pomocu
MAS-100 uredaja (po 250L zraka), a koriSteni su Tryptic Soy Agar te kromogeni, Sabouraud 1
krvni agar. Za svaku od tih podloga uzeta je kontrola, a zatim i uzorci zraka koji su filtrirani
jednoslojnom platnenom, kirurSkom i FFP2 maskom koje su stavljene na glavu MAS-100
uredaja. Odreden je ukupan broj bakterija, kvasaca i plijesni, a kako bi se odredila zastupljenost
pojedinih bakterijskih vrsta u navedenim skupinama, provedene su sljedece klasi¢ne
mikrobioloSke metode: bojanje po Gramu, katalaza, oksidaza i koagulaza test te biokemijski
test - API Staph. Identifikacijom je utvrdeno kako bakterije roda Staphylococcus 1 Micrococcus
dominiraju u svim skupinama, dok su bakterije roda Bacillus, Acinetobacter 1 Corynebacterium
utvrdene u znatno manjem broju. Nadalje, rezultati pokazuju kako su FFP2 maske
najucinkovitije u filtriranju bakterija te da izrazito malen broj mikroorganizama prolazi kroz
njih. Potom slijede kirurSke maske koje su neSto manje ucinkovite, dok su se najmanje
ucinkovitim pokazale jednoslojne platnene maske. Isti je rezultat postignut i prilikom
ispitivanja ucinkovitosti filtriranja kvasaca 1 plijesni, odnosno FFP2 maska se pokazala

najucinkovitijom, dok je jednoslojna platnena maska imala najmanju u¢inkovitost filtriranja.

Kljuéne rijeci: bakterije u zraku, jednoslojna platnena maska, kirur§ka maska, FFP2 maska
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SUMMARY

Air represents a vital medium for the transmission of various environmental pollutants to
humans and the main issue here are indoor environments, in which people spend most of their
time. Each person is a source of specific microbiota released into the surrounding space through
the respiratory system, as well as from skin and through contact with different objects. Due to
the current COVID-19 pandemic, the World Health Organization (WHO) has published various
recommendations to prevent the spread of the virus, including a recommendation to wear
protective facial masks. Numerous countries, including the Republic of Croatia, introduced the
obligation of wearing protective masks while indoors. Facial masks, apart from the number of
virus particles to which the population is exposed, also reduce the number of bacteria. The main
aim of this study was to examine the difference in bacterial filtration efficiency of different
types of protective facial masks. Furthermore, along with total aerobic mesophilic bacteria and
defined bacterial species, the filtration efficiency of yeasts and mould was also examined. Air
was sampled in a kindergarten (groups Bubamare and Ribice) and in an elementary school
(classes 4.b and 8.b) using a MAS-100 sampling device and Tryptic Soy Agar, chromogenic,
Sabouraud and blood agar (for each plate 250 L of air were taken) in February 2021. The first
step in each group was to take a sample of air without any facial mask, which represented the
control. Next, air samples filtered with a single-layer canvas, surgical, and FFP2 mask settled
on a sampler head were taken. The total number of bacteria, yeasts and mould was determined.
In order to determine exactly which bacterial species were present in these groups, the following
classical microbiological methods were performed: Gram staining, catalase, oxidase and
coagulase test and biochemical test - API Staph. Identification established that bacteria of the
genera Staphylococcus and Micrococcus dominate in all groups, while bacteria of the genera
Bacillus, Acinetobacter and Corynebacterium were found at a significantly smaller number.
Also, the results showed that FFP2 masks are the most effective in filtering bacteria and that a
very low number of microorganisms pass through them. Furthermore, results have shown that
surgical facial masks are less effective, while single-layer canvas masks have proven to be the
least effective. The same results were achieved with filtration of yeasts and mould. Therefore,
the FFP2 mask proved to be the most effective for yeasts and mould filtration, while the single-

layer canvas mask had the lowest efficiency.

Key words: bacteria in the air, single-layer canvas mask, surgical facial mask, FFP2 mask
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1. UVOD 1 PREGLED PODRUCIJA ISTRAZIVANIJA

1.1.  Onecis¢enje zraka

OneciS¢enjem zraka se smatra oneciS¢enje atmosfere kemikalijama, Cesticama ili bioloSkim
materijalima koji mogu Stetno utjecati na okoli$ 1 Zive organizme te u konacnici djelovati na
zdravlje ljudi. Glavni kontaminanti zraka koji djeluju na disni sustav su lebdece Cestice (eng.
particulate matter, PM), sumporov dioksid (SOz), dusikov dioksid (NO:) i ozon (Os), a njihovi
izvori mogu biti stacionarni ili mobilni.(1) Izlozenost kontaminantima narusava kvalitetu Zivota
jer djeluju na razliite organske sustave, odnosno organe, uzrokuju¢i tako akutna ili kroni¢na

oboljenja.

Lebdece cCestice oznacavaju kontaminante zraka sastavljene od nekoliko vrsta suspendiranih
Cestica razlicitih po sastavu i veli¢ini koja se krece od 2.5 (PM25) do 10 pm (PMio ). Glavni
izvor ovih Cestica jesu razli¢iti industrijski objekti, vozila, elektrane, spalionice, prasina i
pozari. PMio Cestice djeluju na gornje disne puteve dok s druge strane na pluéne alveole djeluju
ultrafine Cestice ¢iji promjer iznosi 0,1 pm — PMo.1. Stoga, vidljivo je da Cestice manjeg

promjera imaju i Stetnije uc¢inke na zdravlje ljudi. (2)

OnecdiS¢enje zraka lebdeéim
éesticama (PM)
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Sitne lebdece Cestice Vrlo sitne lebdece Cestice

Slika 1. OneciS¢enje zraka lebdecim Cesticama - PMio 1 PM> 5 (3)

Prilagodeno na hrvatski.



Sumporov dioksid (SO2) je bezbojan plin, dobro topiv u vodi zbog Cega se apsorbira u
povrSinama sluznica gornjih di$nih putova. Do distalnih dijelova plu¢a doseze mali udio SO-
koji se udiSe, pri cemu osjetljive osobe s astmom mogu pretrpjeti i znacajnije Stetne ucinke na
diSne putove. SO: nastaje izgaranjem sumpora koji potjece iz fosilnih goriva, odnosno iz
ugljena i sirove nafte. Glavnim izvorima zagadenja zraka sa SO: smatraju se elektrane,
rafinerije nafte te topionice. Tako ispusSten u atmosferu, SO: ne ostaje u obliku plina, ve¢ ulazi
u kemijske reakcije s vodom, metalima u tragovima i1 drugim onecis¢uju¢im tvarima stvarajuci

u konacnici Cestice aerosola.

Dusikov dioksid (NO2) nastaje iz duSikovih oksida koji se stvaraju prilikom izgaranja, a
glavnim izvorima NO: se smatraju motorna vozila i elektrane. Sredista velikih gradova u kojima
je velika koncentracija prometnica predstavljaju podruc¢ja najvisih koncentracija NO2. Upravo
iz toga razloga, Cesto se smatra pokazateljem zagadenja zraka uzrokovanog povecanim
prometom. U atmosferi reagira s kisikom stvarajuéi tako ozon i dusikov oksid, no kako se radi
o povratnoj reakciji, razine ozona su nize u onim podrucjima u kojima je visa koncentracija

NO2, odnosno u podru¢jima uz glavne prometnice.

Ozon (0Os) nastaje djelovanjem sunceve svjetlosti na emisije dusikovih oksida (NOz2) i hlapljivih
organskih spojeva (HOS) iz motora s unutarnjim izgaranjem. U podru¢jima slabije razvijenih
prometnica, ultraljubiCasto zracenje zajedno sa smjesom HOS-a i NO: rezultira sloZenim nizom
kemijskih reakcija pri cemu nastaje Os, alkil nitrati, peroksiacil nitrati, alkoholi, eteri, kiseline,

te razliCiti organski 1 anorganski spojevi. (1)

Zrak predstavlja neizbjeZan medij za prijenos oneciS¢enja okoliSa na Covjeka. Osim
onecis¢enog vanjskog zraka, danas sve vec¢i problem predstavljaju i zatvorena okruzenja u

kojima ljudi borave, a koja potjeCu iz samih zgrada, materijala te ljudskih aktivnosti. (4)

1.2. Kvaliteta zraka u zatvorenim prostorima

U zatvorenom prostoru, ljudi su vazan izvor mikroorganizama, a povecanjem broja ljudi u
prostorijama povecava se posljedicno 1 broj prisutnih mikroba. (5) Urbanizacija je, kao globalni
trend, sve viSe vezala CovjecCanstvo za zatvorene prostore u kojima svaka individua predstavlja
izvor specifi¢ne mikrobiote koja se oslobada u okolni prostor putem respiratornog sustava, koze

te kontakta s razliCitim predmetima. Upravo ta mikrobna raznolikost prostora utjeCe na



imunoloski odgovor, kao 1 na potencijalni prijenos bolesti medu ljudima koji borave u istim

prostorijama.(6)

U suvremenom svijetu ljudi provode ¢ak 90% svojeg vremena u zatvorenim prostorima koji
sadrze velik broj razli€itih oneciS¢ujucih tvari u zraku predstavljajuéi tako rizik za zdravlje
ljudi. Kontaminanti potjecu iz vanjskog okoliSa, gradevinskih materijala i namjestaja, kao 1
osoba prisutnih u prostorijama te njihovih aktivnosti. U zatvorenom zraku kontaminanti se
mogu podijeliti u tri skupine: plinovi i pare, bioloSki agensi te nebioloski agensi. Relativna
vlaznost zraka zajedno s temperaturom i brzinom strujanja zraka utjeCe na stopu emisije
navedenih onecis¢ujudih tvari.(7) Smatra se da je relativna vlaznost zraka od 30 do 50% zajedno
s redovitim odrzavanjem ventilacijskog sustava pogodna za kontrolu unutarnjih bioloskih

onecis¢ivaca.(8)

Kada je rije¢ o virusima kao bioloskim kontaminantima zatvorenih objekata, znacajan nacin
prijenosa se odvija preko respiratornog sustava od osobe do osobe, posebice u prepunim sobama
s neadekvatnom ventilacijom. Uobi¢ajenim aktivnostima, poput razgovora, kihanja i kasljanja
moze se ispustiti u zrak desetke tisu¢a kapljica koje sadrze virus. S druge strane, koncentracija
bakterija i gljiva unutar zgrada osim o ljudskim aktivnostima, ovisi i o pristupac¢nosti vlaznih
gradevinskih materijala. Visoka razina vlage u zatvorenom c¢esto dovodi do nadrazaja gornjih

di$nih putova, glavobolje, osje¢aja iscrpljenosti i umora te nadrazenosti kozZe 1 sluznica.(9)

Kako bi se smanjilo oneciS€enje zraka u zatvorenim prostorima, potrebno je redovito
kontrolirati ventilaciju, proc¢i§¢ivace zraka te izvor za koji je prethodno utvrdeno da dovodi do
onecis¢enja. No, unato¢ postojanju navedenih metoda kojima bi se trebalo smanjiti oneciS¢enje,
prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) zagadenje zraka u zatvorenim prostorima i
dalje je jedan od najvecih svjetskih ekoloSkih problema. Iz tog razloga, konstantno se tezi

pronalasku novih metoda kako bi zrak u zatvorenim prostorima postao $to kvalitetniji.(10)

1.2.1. Kvaliteta zraka u djecjim vrti¢ima i1 Skolama

U razli¢itim vrstama ustanova, posebice u onima koja svakodnevno ukljucuju velik broj ljudi
koji cirkulira njima (Skole, vrti¢i, sveuciliSta, bolnice...) glavni zdravstveni problem uzrokuje
vlaga koja, osim nanoSenja Stete unutrasnjosti objekata, pogoduje 1 mikrobioloSkom Sirenju
izazivajuci tako respiratorne probleme. Ventilacija u navedenim ustanovama moze utjecati na
zdravlje posjetitelja. U takvim ustanovama je potrebno provoditi i kontrole s ciljem

procjenjivanja kakvoce zraka otkrivanjem potencijalne mikrobioloske kontaminacije.(11)



U mnogim zemljama glavni javnozdravstveni problem predstavlja koncentracija bioaerosola u
dje¢jim vrti¢ima zbog velikog broja djece ¢iji je imunoloski sustav slabije razvijen. Takoder, u
odnosu na odrasle, djeca su osjetljivija na bioaerosol jer udiSu vise zraka. Bioaerosol moze
pridonijeti nastanku alergija, atopijskog dermatitisa, bolesti i infekcije diSnog sustava te rinitisa.
Takoder, u vrti¢ima i Skolama su Cesto izvor bakterijskih i drugih bioaerosola bolesna djeca
koja zatim mogu prenijeti uzro¢nika bolesti na drugu djecu. Infekcije povezane s vrti¢ima se
najcesce vezuju s bakterijama roda Bacillus, Enterobacter, Micrococcus, Corynebacterium i
Staphylococcus te s gljivama roda Aspergillus, Zygomycetes, Penicillium, Rhizopus 1 Fusarium.
Prisutnost bioaerosola u vrti¢ima i Skolama ovisi o broju i1 aktivnostima djece, temperaturi i

vlaznosti zraka, vremenskim uvjetima, ventilacijskom sustavu, neadekvatnom provodenju

mjera dezinfekcije te prisutnoj prasini.(12)

1.3.  Bioaerosol

Pojam bioaerosol obuhvaca Cestice mikroorganizama poput bakterija, virusa, gljiva i njihovih
spora te fragmenata mikroba. Kao takvi, sveprisutni su u okoliSu, odnosno atmosferi koja je
temeljni posrednik u njihovu transportu. Dominantni mikroorganizmi u atmosferi su bakterije
koje zbog male veli¢ine imaju relativno dugo vrijeme zadrzavanja u atmosferi i mogu se
transportirati na velike udaljenosti. U zraku se mogu suspendirati kao pojedinacne stanice, ali
su ¢eS¢e vezane za druge Cestice ili se mogu na¢i kao nakupine veceg broja bakterijskih

stanica.(13)

Osim u atmosferi, bioaerosol je prisutan i u tlu, slatkovodnim vodama te oceanima, a njihovo
Sirenje u zrak je ograni¢eno vremenski 1 prostorno. Bioaerosoli se emitiraju iz razli¢itih
suvremenih djelatnosti poput kompostiranja, uzgoja stoke, prerade hrane, ali i moc¢vara, urbanih

1 priobalnih podrucja.

Bioaerosol mikrobioloSkom razgradnjom utjeCe na fizikalne 1 kemijske procese u atmosferi
modificiraju¢i kemijski sastav organskih tvari prilikom sudara s njima. Nadalje, bioaerosol
takoder ima sposobnost vezanja na okolne Cestice pri cemu nastaju jezgre za kondenzacijske
oblake prilikom cega dolazi do znacajnih klimatskih ucinaka. Povec¢anom izloZenoS¢u
bioaerosolu, kako u zatvorenom, tako 1 u otvorenom okruZenju, u posljednjih nekoliko godina
je sve istaknutija 1 zabrinutost zbog Sirokog spektra Stetnih ucinaka na zdravlje koja ukljucuju

bolesti respiratornog sustava i alergije.(14)



Veli¢ina bioaerosola se razlikuje, od priblizno 0,03 do 100 um, a ovisi ponajprije o vrsti
mikroorganizama, vlaznosti zraka, starosti spora, razlikama u stupnju agregacije spora i vrsti
Cestica s kojima su spore povezane, poput magle ili praSine. Veli¢ine virusnih Cestica su
nanometrijske, dok je promjer bakterijskih stanica priblizno 1 um. Vece Cestice se ne prenose
zrakom jer imaju tendenciju da se brzo slegnu. Mikroorganizmi se u zraku mogu rasprsiti kao
pojedinacne jedinice, ali Cesto stvaraju i agregatne formacije. Upravo im takve formacije
pruzaju zastitu od okoliSnih stresova kao S§to su primjerice isuSivanje i izloZenost
ultraljubicastom zracenju. Ukoliko se Cestice ne istaloze, u zraku ostaju dok se ne udahnu.
Nakon udisanja, Cestice veceg promjera zaostaju u gornjim diSnim putovima, dok se Cestice
promjera manjeg od 6 pm transportiraju u pluéa pri cemu se ¢estice promjera 1-2 pm zadrzavaju
u alveolama. Smatra se da prosje¢na osoba dnevno udahne priblizno 10 m? zraka §to moze
predstavljati dovoljnu infektivnu dozu za odredene patogene u zraku. Bolesti uzrokovane
bioaerosolom zbog nusproizvoda mikrobnog metabolizma, stranih proteina kao i fragmenata

stanica najcesc¢e ukljucuju alergijske reakcije te iritacije i infekcije diSnog sustava.(15)

Pelud T P—
Spore gljiva T < g
Bakterija T < >
Virus <+ —
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Promjer Cestica, mikrometar (um)

Slika 2. Usporedba veliCine Cestica bioaerosola (16)

Prilagodeno na hrvatski.

1.4. Sindrom bolesnih zgrada

Stanje koje se javlja kod ljudi kao posljedica predugog boravka u zgradama, naj¢esce na radnom
mjestu, poznato je kao sindrom bolesnih zgrada (SBZ). Kako bi se odredeno stanje moglo
klasificirati kao SBZ, potrebno je da minimalno 20% osoba koje su povezane odredenom

zgradom imaju prisutne simptome najmanje dva tjedna. Razlikuju se respiratorni (poteskoce s
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disanjem, kasalj), neurotoksicni (glavobolja, vrtoglavica) te dermalni simptomi (osip na kozi)
kao i iritacija sluznica.(17) Za sindrom je karakteristicno da se intenzitet navedenih simptoma
smanjuje prilikom napustanja zgrade, odnosno sobe. Simptomi se povezuju s nepovoljnom
vlaznos¢u zraka, sobnom temperaturom, gradevinskim materijalima, osvjetljenjem, te
hipersenzibilnosti, puSenja, kao i vrijeme provedeno unutar zgrade utjeCu na same

simptome.(18)

Sami simptomi SBZ su nespecificni i obicno se klasificiraju u etiri kategorije: kemijski, fizicki,
bioloski i psiholoski. Kemijski onecis¢ivaci potjecu iz vanjskih ili unutarnjih izvora. Kada je
rije¢ o vanjskim izvorima, najcesée se radi o ispusnim plinovima automobila i zgrada ¢iji
nusproizvodi ulaze u objekt kroz razlicite otvore.(19) Od unutarnjih kemijskih kontaminanata,
jednim od glavnih uzroka SBZ-a se smatraju hlapljivi organski spojevi koji ve¢ u malim
koli¢inama dovode do pojave simptoma. Hlapljivi organski spojevi vrlo lako isparavaju i na taj
nacin apsorbiraju u organizam putem pluca, koze te probavnog trakta. U zatvorenim prostorima
potjecu iz razli¢itih izvora kao Sto su primjerice gradevinski materijal, uredska oprema,
materijali za odrzavanje, dim, bojila i otapala. Fizi¢ki ¢imbenici ukljucuju temperaturu,
relativnu vlaznost zraka, ventilaciju, intenzitet svjetlosti i buke, vibracije, itd.(20) Bioloski
kontaminanti se mogu razmnozavati u odvodnim cijevima, ventilacijskom sustavu,
ovlazivacima zraka, a ukljucuju bakterije, viruse, plijesni 1 pelud. Uredaji za rashladivanje
mogu uzrokovati recirkuliranje patogena i raSiriti ih po cijeloj zgradi. Psiholoski ¢imbenici
poput stresa na poslu, nezadovoljstva, loSe komunikacije 1 meduljudskih odnosa takoder

pridonose SBZ-a.(19)

Sam postupak dijagnosticiranja SBZ je specifi¢an zbog nemoguénosti utvrdivanja etioloskog
uzroc¢nika niti jedne specifi¢ne bolesti, a prisutni simptomi su povezani s boravkom u zgradi.
Proucavanjem okoliSa unutar zgrade, moguce je identificirati jedan ili viSe ¢imbenika koji se
povezuju sa sindromom, ali uzro¢no-posljedi¢ne veze izmedu odredenih ¢imbenika i SBZ-a je
teSko utvrditi. Brojni slu¢ajevi SBS-a su povezani s loSom praksom odrZavanja zgrada poput

nedostatka odrzavanja sustava mehanicke ventilacije zgrade.(21)



Simptomi oneciS¢enja unutarnjeg zraka
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Slika 3. Prikaz simptoma nastalih boravkom u zatvorenim prostorima lose kvalitete zraka (22)

Prilagodeno na hrvatski.

1.5. Gljive u zatvorenim prostorima

Gljivicni aerosol ovisi o okruZenju u kojemu je prisutan, obuhvaca spore, niti ili fragmente
micelija, a razlikuje se po veli¢inama cCestica, kao i njihovu sastavu i koncentraciji. Nadalje,
aerosoli se mogu sastojati od zivih ili mrtvih gljiviénih stanica povezanih s metabolitima kao
$to su mikotoksini i 1,3-B-D-glukani. Gljiviéni aerosoli koji se nalaze u atmosferi u odredenom
okruzenju se mijeSaju s bakterijama, prasinom ili plinovima zbog ¢ega su jo$ slozeniji.
Koncentracije gljiva ovise o vremenu i prostoru unutar neke zgrade.(23) Prisutnost povisenog
broja gljivicnih aerospora unutar zgrada je znacajna jer prilikom izloZenosti u zatvorenom
prostoru mogu uzrokovati alergijske i razne respiratorne simptome. Respiratorne tegobe u tom
slu¢aju najcescée ukljucuju pluca, nadraZenost sluznice nosa i o¢iju, dok se alergijske reakcije
javljaju kod osjetljivih ljudi. Ventilacijski sustav kao mjesto u kojem gljive aktivno rastu mogu
pridonijeti njihovom Sirenju unutar odredene zgrade. Nadalje, ventilacijskim sustavom se
ispustaju 1 hlapljive tvari neugodnog mirisa koje uzrokuju umor i muéninu kod izlozenih

osoba.(11)

Gljive obicno dospijevaju u zgradu kroz sustav grijanja zraka, ventilacije 1 klimatizacije, kroz
vrata 1 prozore te kao oneciS¢iva¢i na gradevinskom materijalu, pri ¢emu je vanjski zrak
dominantan izvor unutarnjeg oneciS¢enja zraka gljivama. Koncentracije gljiva u vanjskom
zraku uvelike ovise o godiSnjem dobu, a veca koncentracija je prisutna prilikom toplijih
razdoblja. U odnosu na vanjski zrak, koncentracije gljiva u zatvorenim prostorima su manje.
Najcesce gljive u zraku, kako u zatvorenom tako 1 na otvorenom, su Cladosporium, Penicillium,

nesporulacijske gljive 1 Aspergillus.(24)



1.6. Bakterije u zraku

Kao najrasprostranjeniji mikroorganizmi u zraku, bakterije znatno utjecu na ljudsko zdravlje,
regionalnu klimu 1 biogeokemijske cikluse. Uslijed razli¢itih antropogenih aktivnosti kao $to
su primjerice poljoprivreda i stoCarstvo, industrija, promet i brojne druge, koncentracija
bakterijskog optere¢enja u atmosferi neprestano raste te se lako prenosi i prilagodava razli¢itim
okoli$nim uvjetima.(25) Nadalje, na prisutnost bakterija u zraku osim spomenutih antropogenih
¢imbenika, utjecu i1 brojni drugi koji ukljuCuju temperaturu, brzinu vjetra, relativnu vlaznost
zraka (meteoroloski ¢imbenici) kao 1 Os, CO, SOz, NO2, PMio 1 PM:2.s. Na bakterijske zajednice

prisutne u zraku veéi utjecaj imaju meteoroloski ¢imbenici od onecis¢ivaca zraka.(26)

Bakterije su poznate kao ubikvitarni mikroorganizmi prisutni u svim vrstama stanista na Zemlji,
a njihovim klju¢nim rezervoarom u zatvorenim prostorima se smatraju ljudi 1 Zivotinje. U
zatvorenim prostorima, dominantne su vrste bakterija Micrococcus spp., Staphylococcus spp. 1

Bacillus spp.(27)

Normalnu floru ¢ovjeka ¢ine Gram-pozitivni koki, dok su Gram-pozitivni i negativni Stapici
povezani s tlom i biljkama. Stoga je za o¢ekivati kako ¢e Gram pozitivnih koka biti vise u zraku

u zatvorenom i tijekom ljeta, kada je koza ljudi vise izlozena.(28)

1.6.1. Staphylococcus

Stafilokoki su Gram-pozitivne, nepokretne i asporogene bakterije, a najces$ce se javljaju u
parovima ili u tetradama, ali 1 pojedinacno te u nakupinama u obliku grozda. Bakterije roda
Staphylococcus su katalaza pozitivni fakultativni anaerobi, a njihove kolonije su okrugle, glatke
1 uzdignute te mogu biti okruZzene zonom hemolize kada se uzgajaju na krvnom agaru.
Staflokokne vrste koloniziraju kozu i sluznicu, ali mogu kolonizirati i gornje diSne putove,
gastrointestinalni trakt, genitourinarni trakt te mlije¢ne Zlijezde. Cak petnaest vrsta Cini
normalnu ljudsku floru: S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. saccharolyticus, S.
capitis, S. warneri, S. caprae, S. pasteuri, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus , S. simulans,
S. auricularis, S. lugdunensis i1 S. schleiferi. Najvaznijim ljudskim patogenom se smatra
Staphylococcus aureus subsp. aureus koji za razliku od ostalih stafilokoka ima sposobnost
koagulaze krvne plazme. Takoder, za razliku od koagulaza negativnih stafilokoka (engl.
Coagulase-negative Staphylococci - CoNS), S. aureus proizvodi 1 virulentne egzotoksine. No,

zbog sklonosti prijanjanja na nezive predmete poput katetera i proteza, kao i sposobnosti



izbjegavanja odgovora domacina i otpornosti na antibiotike, infekcije uzrokovane vec¢inom

CoNS-a su dugotrajne.(29)

Medu sojevima unutar jedne vrste ovog roda bakterija postoji visok stupanj varijacije u
prehrambenim potrebama, a opc¢enito su prili€no otporni na isuSivanje i visokoosmotske uvjete.
Zbog navedenih svojstava lako opstaju u okoliSu i jednostavno dolazi do njihovog
razmnozavanja. Patogeni stafilokoki Cesto sadrze dodatne elemente patogeneze koji kodiraju

toksine ili otpornost na antimikrobna sredstva 1 mogu se prenijeti u druge sojeve.

Ovisno o anatomskom mjestu, na zdravoj ljudskoj kozi ili sluznici moze biti 10' - 10¢° CFU /

cm? koagulaza negativnih stafilokoka. (30)

1.6.2. Prisutnost bakterija roda Staphylococcus u zatvorenom prostoru

CoNS zajedno s S. aureus ima visoku stopu prezivljavanja u suhom okruzenju pa su stoga
izdrzljivi u okolisu. Upravo zbog njihovog spomenutog svojstva, zrak predstavlja moguci nacin
prijenosa stafilokoka putem aerosola. Broj ukupnih bakterija u zraku u zatvorenom je znacajno
povezan s brzinom strujanja zraka, relativnom vlaznoS¢u zraka, godiSnjim dobom, ali 1

prisutnoscu ljudi u zatvorenom prostoru.(31)

1.6.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus trajno kolonizira nosnice 20% ljudskog stanovniStva, privremeno 60%
dok preostalih 20% ni u jednom trenutku nije kolonizirano sa S.aureus. Nazalna kolonizacija,
posebice kod imunokompromitiranih osoba, povecava rizik nastanka infekcija, pa je stoga
upravo nazalna dekolonizacija ucinkovita metoda za prevenciju nastanka invazivnih
infekcija.(32) Nadalje, prilikom kontakta s oSteCenim tkivom domacina, S. aureus kao
oportunisticki bakterijski patogen, moze izazvati infekciju. Dolaskom u krvotok mozZe
uzrokovati pneumoniju, endokarditits ili bakterijemiju. Klju¢an problem prilikom lijecenja
infekcije uzrokovane ovom vrstom stafilokoka predstavlja steCena otpornost na brojna
antimikrobna sredstva zbog c¢ega predstavlja znacajnu prijetnju javnom zdravlju.(33)
Virulencija S. aureus ovisi o regulacijskom sustavu koji se aktivira ovisno o signalima okolisa
modulirajuci tako ekspresiju gena. Osim spomenutih vanjskih, odnosno okoli§nih ¢imbenika,

S. aureus reagira i na stani¢nu gustou pomocu autoinduciranog kvorumskog signala.(34)



Vecina infekcija uzrokovanih S. aureus-om se razvija u gnojnu leziju uzrokovanu akutnom
upalom. Nastaju apscesi s gnojnim srediStem koji sadrze leukocite, tekuéinu i bakterije. Do
infekcije moze doci na bilo kojem dijelu tijela, a septikemijom se bakterija moze prosiriti po

raznim dijelovima tijela prilikom ¢ega moze do¢i do nastanka apscesa iznutra.

Odredeni sojevi S. aureus proizvode egzotoksine koji pridonose nastanku dviju bolesti;
sindromu toksi¢nog Soka i stafilokoknom sindromu ogoljele koze. U obje bolesti, egzotoksini
se oslobadaju tijekom infekcije, difundiraju se s mjesta infekcije i prenose se krvlju na druga
mjesta u tijelu zbog ¢ega se simptomi razvijaju i na mjestima udaljenim od infekcije. Sindrom
toksi¢nog Soka je akutna, po zivot opasna bolest, posredovana stafilokoknim superantigenim
egzotoksinima. Stafilokokni sindrom ogoljele koze (Ritterova bolest) uzrokovan je

egzotoksinom eksfolijatinom (tzv. epidermolizin) tipa A i B, a karakteriziran je dermatoloskim
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abnormalnostima. (30)
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Slika 4. Mikroskopski prikaz kulture Staphylococcus aureus (35)

1.6.4. Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus chromogenes pripada skupini CoNS-a, a izvorno se smatrao podvrstom
Staphylococcus hyicus-a. Ne uzrokuje hemolizu, a njegove kolonije su pod mikroskopom

vidljive kao Zuto-narancasti koki. S.chromogenes se smatra najrasprostranjenijom vrstom
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CoNS-a povezanih sa subklinickom intramamarnom infekcijom u mlijecnih goveda. Takoder,

povezuje se i s trajnim infekcijama i poviSenim brojem somatskih stanica mlijeka. (36)

1.6.5. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis dio je normalne ljudske mikrobiote, a obi¢no se nalazi na kozi i
sluznici. Pomocu specifi¢nih adhezina pridrzava se na povrsini tkiva domacina te je sposoban
uspostaviti cjelozivotni komenzalni odnos s l[judima. Smatra se da kao komenzal, S. epidermidis
pruza razlic¢ite dobrobiti ljudskom domacéinu medu kojima je i nadmetanje virulentnijim
patogenima.(37) Medutim, zbog sposobnosti stvaranja biofilma na materijalu i tkivima
implantata, S. epidermidis se smatra jednim od glavnih uzro¢nika bolnic¢kih infekcija. Broj
infekcija uzrokovanih njime neprestano se povecava s rastu¢im brojem imunokompromitiranih
pacijenata u bolnicama i raSirenom uporabom protetskih i1 ostalih medicinskih uredaja. lako
infekcije uzrokovane ovom vrstom u rijetkim slu¢ajevima postaju po Zzivot opasne,
predstavljaju znacajan teret za zdravstveni sustav zbog njihove velike pojavnosti i poteSkoca u
njihovu lijecenju. lako ¢ini viSe od 90% aerobne rezidencijalne flore koze, ako se kod
imunokompromitiranih osoba u organizam unese sistemski, S. epidermidis moze uzrokovati

sepsu, endokarditis i niz drugih akutnih ili kroni¢nih stanja. (38)

1.6.6. Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus haemolyticus spada u skupinu CoNS-a, a kao komenzal nastanjuje kozu. S.
haemolyticus ima sposobnost stvaranja biofilma uz pomo¢ kojeg inhibira rast drugih bakterija,
smanjuju¢i njihovu sposobnost stvaranja biofilma i1 na taj nafin doprinosi uspostavljanju
infekcije. Zbog prilagodbe i1 razvijene rezistencije na razlicite antibiotike, Cesto sudjeluje u
oportunisti¢kim infekcijama kod imunokompromitiranih pacijenata te uzrokuje ozbiljne
infekcije u razlicitim organskim sustavima, uklju¢uju¢i meningitis, endokarditis 1

bakterijemiju.(39)

1.6.7. Staphylococcus lentus
Staphylococcus lentus je koagulaza negativni stafilokok iz skupine Staphylococcus sciuri. U tu
skupinu se uz njega ubrajaju S. sciuri i S. vitulinus. Stafilokoki ove vrste rasireni su u prirodi, a

poznati su kao Zivotinjski patogeni izolirani iz sisavaca, pili¢a, glodavaca, ali i poljoprivrednih
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terena 1 vode. Ukoliko koloniziraju ljudski organizam mogu dovesti do ozbiljnih infekcija kao
Sto su primjerice endokarditis, septicki Sok, infekcija mokra¢nog sustava, infekcija rana,
endoftalmitis i1 upalna bolest zdjelice. U usporedbi s ostalim ¢lanovima ove skupine, S. lentus

stafilokoka ove skupine.(40)

1.6.8. Acinetobacter Iwoffii

Opcenito, bakterije roda Acinetobacter su ubikvitarne i Cesto se nalaze u tlu, vodi, suhom
okruZenju 1 bolnicama, a kao izvor energije mogu koristiti Sirok spektar podloga. U hrani
pretezno iz ovog roda dominiraju A. Iwoffii 1 A. johnsonii, a pronalaze se na slanini, piletini,
jajima i ribi koji se ¢uvaju u hladnjaku. 4. Iwoffii moze rasti na Sirokom rasponu temperatura,
a na suhim povrS$inama moze prezivjeti u prosjeku 10,2 dana. Takoder, izolati A. Iwoffii su se
pokazali relativnho otpornim na zracenje §to zbog njihove postojanosti na medicinskim
uredajima koji se steriliziraju zraenjem, posebno u jedinicama intenzivne njege, predstavlja
problem. Nadalje, navedeni mikroorganizmi takoder imaju sposobnost prezivljavanja

izlozenosti najéesée koristenim dezinficijensima poput klorheksidin glukonata i fenola.

Vecina slucajeva infekcije uzrokovanih rodom Acinetobacter javlja se u bolesnika s oSte¢enim
imunoloskim sustavom. Cimbenici rizika koji pridonose nastanku infekcije kod pacijenata
ukljucuju maligne bolesti, opekline, imunosupresiju 1 vece kirurSke zahvate. Povremeno se
javljaju 1 sporadi¢ni slucajevi u zdravih osoba izloZenih izvorima iz okoliSa. Glavne vrste

povezane s bolnickim infekcijama su A. baumannii, Acinetobacter sp. 3, A. johnsonii 1 A.
Iwoffii. (41)

Acinetobacter lwoffii je nefermentiraju¢i, aerobni, Gram-negativni bacil. U priblizno 25%
zdravih osoba smatra se normalnom florom orofarinksa 1 koZe. Potencijalni je oportunisticki
patogen u bolesnika s oSte¢enim imunoloSkim sustavom, a identificiran je kao uzrok bolnickih

infekcija poput septikemije, upale pluc¢a, meningitisa, mokracnog sustava, infekcije koZe 1 rana.

Strana tijela, poput primjerice katetera, igraju klju¢nu ulogu u patogenezi bakterijemije
uzrokovane bakterijom A. Iwoffii. Infekcije krvotoka su uglavnom povezane s kateterom.
Postoji samo nekoliko zabiljezenih slucajeva bakterije Acinetobacter Iwoffii u

imunokompromitiranih bolesnika.(42)
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1.6.9. Bacillus spp.

Bakterije roda Bacillus ¢ine Gram-pozitivni, aerobni i sporogeni bacili Siroko rasprostranjeni u
prirodi. Prisutni su u tlu, prasini i vodi, ali i u ljudima, Zivotinjama te biljkama. Vec¢ina bakterija
roda Bacillus se smatra apatogenim, ali pojedine vrste stvaranjem razli¢itih toksina mogu
izazvati bolesti kod ljudi i zivotinja. (43)

Zbog sposobnosti stvaranja endospora, bakterije roda Bacillus mogu prezivjeti u razliitim
endospora, kako bi prezivjeli u duzim stresnim okoliSnim uvjetima, Bacillus-i su razvili
viSeslojnu stani¢nu stijenku te sposobnost izlu¢ivanja peptidnih signalnih molekula, peptidnih
antibiotika i izvanstani¢nih enzima. S druge strane, kako bi se prilagodili okruzenjima koja se

brzo mijenjaju, modificiraju DNA zbog Cega nastaju razli¢ite fenotipske varijacije. (44)

Bakterije roda Bacillus se Cesto koriste kao sredstva za prevenciju ili lijecenje razlicitih biljnih
1 zivotinjskih infekcija zbog antimikrobne aktivnosti protiv mnogih bakterijskih 1 gljivicnih

patogena. (45)

1.6.10.Corynebacterium spp.

Bakterije roda Corynebacterium su Gram-pozitivni, asporogeni, nepokretni, katalaza pozitivni
bacili ¢iji oblik je ¢esto nalik na palicu. Vecina bakterija roda Corynebacterium su normalna
flora koZe 1 nazofarinksa.(46) Smatraju se oportunistickim patogenima jer imaju nizak indeks
patogenosti, a kao takvi povezuju se s bakterijemijom, endokarditisom, upalom pluca,
infekcijama mokra¢nog sustava te protetskim dodacima u imunokompromitiranih

domacina.(47)

1.6.11.Micrococcus luteus

Micrococcus luteus je Gram-pozitivni nepokretni koki karakteristiéne Zute boje koji formira
tetrade ili ¢ini nepravilne nakupine. Prisutan je u tlu, prasini i vodi, ali je i dio normalne flore
koZze ljudi. Smatra se oportunistickim patogenom te moze uzrokovati infekcije koze, bolnicke
infekcije te septicki Sok kod osoba oslabljenog imuniteta. Prilikom identifikacije se Cesto
zamijeni sa S. auerus-om, pa su za identifikaciju znacajna obiljezja da je katalaza i ureaza

pozitivan, a koagulaza negativan mikroorganizam. (48)
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1.6.12.Micrococcus spp.

Bakterije roda Micrococcus su Gram-pozitivni, asporogeni koki ¢iji promjer iznosi 0,5-2,0 um.
Javljaju se u parovima, tetradama ili nepravilnim nakupinama. Radi se o obligatnim aerobima,
pozitivnim na katalazu. Optimalna temperatura za rast mikrokoka je u rasponu 25-37 °C, a rastu
na jednostavnim podlogama stvarajuci kolonije sa zutim ili crvenim pigmentom. Mikrokoki se
obi¢no nalaze u razli¢itim kopnenim i vodenim ekosustavima, ukljucuju¢i tlo, slatku i morsku
vodu, pijesak i vegetaciju. Koza toplokrvnih Zivotinja, ukljucujuéi i ljude, glavni je spremnik

za sojeve Micrococcus-a koji ¢esto kontaminiraju hranu zivotinjskog podrijetla. (49)

1.7.  Maske 1 pandemija COVID-19

S pojavom globalne pandemije COVID-19 uzrokovane SARS-CoV-2, nastupile su preporuke
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), a nakon odredenog vremena i obveze noSenja
zaStitnih maski za lice u zajednici kako bi se sprijecio daljnji prijenos virusa.(50) Smatra se da
je glavni izvor zaraze putem respiratornih kapljica koje sadrze virus izmedu 5 1 10 um 1 kroz
aerosole manje od 5 um, a do Sirenja virusa dolazi putem zraka i kontakta. Zra¢ni prijenos
rezultira izravnom infekcijom zbog udisanja kapljica u zraku. Prijenos kontakta rezultat je
slijetanja kapljica na pojedinca, koje se zatim prenose na podrucje gdje se moze dogoditi
infekcija, na primjer rukom koja dodiruje lice. I kapljice u zraku i kontaktne kapi mogu se

prenositi unutar 1 m od osobe koja je zarazena virusom te zakaslje ili kihne.(51)

Izraz ,,maska za lice* oznaCava zasStitnu opremu ¢ija je primarna funkcija smanjenje prijenosa
kapljica ili Cestica. KirurSke maske za lice su primarno uvedene kako bi zastitile osobe koje se
nalaze u neposrednoj blizini njihovog nositelja, primjerice kako bi se od kirurSkog tima zastitili
pacijenti s otvorenim ranama. Stoga je zbog pretpostavke da ¢e noSenje maske za lice smanjiti
Sirenje respiratornih kapljica koje sadrze virus SARS-CoV-2, uvedena obveza njihova noSenja.

(52)

Ucinkovitost maske za lice definirana je s dva znacajna ¢imbenika - u€inkovitosti filtriranja 1
prijanjanja uz lice. U¢inkovitost filtriranja je pokazatelj koliko dobro maska filtrira Cestice u
odredenom rasponu veli¢ina (ukljucujuéi viruse i druge mikroorganizme), dok prijanjanje
maske uz lice sluzi kao pokazatelj koliko dobro maska sprijecava Sirenje Cestica zajedno s
kapljicama izvan maske. Na temelju prethodno opisane ucinkovitosti filtriranja 1 standarda

Food and Drugs Administration (FDA), zaStitne maske se mogu svrstati u tri kategorije
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oznacene brojevima 1,2 i1 3. Najveca u¢inkovitost bakterijske filtracije oznacava se razinom 3.
Maske s filterom imaju sposobnost sprjeavanja prolaska vrlo malih estica (<5 pm) kroz

respiratorni trakt osobe. Kirur§ke maske su u usporedbi s filter maskama manje u¢inkovite.(51)

1.7.1. Povijest zaStitnih maski za lice

Prva zabiljeZzena upotrebljena medicinska maska se sastojala od jednog sloja gaze koja je
prekrivala usta nakon ¢ega je uoc¢eno kako maske mogu smanjiti Sirenje kapljica iz korisnikovih
usta. Daljnjim proucavanjima primijeceno je da se povecanjem slojeva gaze povecava i stupanj
zaStite upotrebljene maske. Do prve Sire upotrebe "Stitnika za usta" doslo je 1905. godine kako
bi se sprijecio prijenos tuberkuloze zaustavljanjem kapljica koje se Sire iz usta oboljelog. S
vremenom su za proizvodnju maski uvedeni i slijede¢i zahtjevi; materijal treba biti periv, usta
i nos trebaju biti prekriveni te ne smije dolaziti do prijenosa mikroorganizama kroz materijal.
Kako bi se povecala ucinkovitost maski, izmedu slojeva gaza poceli su se stavljati razliciti
materijali. Daljnjim razvojem maski pokazalo se da su maske na bazi filtra ucinkovitije.

Sezdesetih godina proslog stolje¢a razvijene su maske koje sadrze filtre od polipropilena.(51)

Kirurske (medicinske maske) 1 respiratorne N95 maske namijenjene su prvenstveno zastiti
korisnika od Cestica 1 kapljica prisutnih u zraku, kao i od tjelesnih ili drugih opasnih tekuéina.
KirurS§ke maske stvaraju fizicku barijeru izmedu usta 1 nosa korisnika 1 potencijalnih
onecis¢ivaca u njegovoj neposrednoj okolini dok N95 maske postizu vrlo ucinkovitu filtraciju

Cestica prisutnih u zraku zbog vrlo bliskog prilijeganja licu.

Maske od tkanine (nemedicinske maske) se proizvode od razlicitih materijala ili kombinacije
materijala kao $to je primjerice Sifon, pamuk, flanel ili svila, a dizajnirane su da smanje prijenos
respiratornih kapljica prilikom disanja, govora ili kasljanja. KoriStenjem platnenih maski ne

postiZe se zastita osobe koja koristi masku, ve¢ zastita ljudi u njegovoj neposrednoj blizini.(53)

1.7.2. Platnena maska

Koristenje platnenih maski, od kojih su mnoge napravljene u ku¢noj radinosti, postalo je Siroko
rasprostranjeno kao odgovor na pojavu SARS-CoV-2. Medutim, o njihovoj ucinkovitosti
filtracije razli¢itih veli¢ina aerosola u rasponu od 10 nm do 10 pm su dostupni ograniceni

podaci.
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U clanku Aerosol Filtration Efficiency of Common Fabrics Used in Respiratory Cloth Masks
ispitivana je ucinkovitost filtracije aerosolnih Cestica platnenim maskama nacinjenim od
razli¢itih dostupnih tkanina. Rezultati su pokazali da pamuk, prirodna svila i Sifon ukoliko
imaju ¢vrsto tkanje mogu pruZiti dobru zastitu, obi¢no iznad 50%. Nadalje, uinkovitost
filtriranja Cetveroslojne svile u rasponu veli¢ine aerosolnih Cestica Cestica 10 nm - 6 um je
iznosila > 85%. Takoder, pokazalo se kako otvori i procjepi (poput onih izmedu ruba maske i
kontura lica) znatno utjecu na ucinkovitost maske, pri ¢emu se u¢inkovitost moze pogorsati za

gak 50% ili vige.(54)

Maske za svakodnevnu upotrebu izradene od tkanine i drugih materijala ne pruzaju zastitu
korisniku od zaraze uzrokovane SARS-CoV-2. Medutim, mogu¢ je smanjeni prijenos kapljica,
posebno tijekom izdisaja, Sto u konacnici rezultira smanjenjem potencijalnog Sirenja virusa.
Stoga se platnene maske ne koriste u zdravstvenom sustavu, ali se preporucuju Siroj populaciji

za Setnju, kupovinu ili za vrijeme boravka u javnom prijevozu.(55)

1.7.3. KirurSka maska

Kirurska maska je izradena od najmanje troslojnog materijala, primjerice polipropilena, a
njezina ucinkovitost filtriranja bakterija treba iznositi najmanje 80%. KirurSke maske nemaju
adekvatne znacajke filtriranja kako bi pruzile zaStitu diSnim sustavima, a pomazu u
sprjeCavanju oneciS¢enja radnog okruzenja ili sterilnog polja od velikih Cestica koje stvara
osoba koja ih nosi.(56) Dakle, kirurSke maske se koriste za vrijeme operacijskih zahvata jer
sluZe kao barijera bakterijama prisutnim u kapljicama izlu€evina iz usta i nosa medicinskog
osoblja. Disanje, kao 1 ostale uobicajene aktivnosti poput kihanja, kasljanja i govora oslobadaju
razliCite oralne, dermalne 1 nazofaringealne bakterije koje mogu uzrokovati postoperativne
infekcije. Sposobnost mikroorganizama da prodru u masku za lice ovisi o njihovim
karakteristikama kao $to su oblik i veli¢ina. U bolni¢kom okruZenju susrecu se razli¢iti patogeni
kao sto su Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

faecalis 1 Candida albicans, a koji su uzrocnici bolnickih infekcija.(57)

Medicinske kirurske maske su jednokratne, odnosno nisu namijenjenje koriStenju vise od
jednog puta, a njihova djelotvornost odnosno uc¢inkovito vrijeme zastite je ograni¢eno na 4 sata.
Medicinske kirurSke maske imaju sposobnost blokiranja ¢estica ve¢ih od 5 um zbog ¢ega mogu

zaustaviti Sirenje kapljica.(58)

16



1.7.4. FFP maske

Opcenito, FFP maske (engl. filtering facepiece) se upotrebljavaju za sprjeavanje ulaska
patogena kroz dis$ni sustav, a uloga im je zastititi kako osobu koja ih koristi, tako i ljude u
njezinoj neposrednoj blizini. Razlikuju se od medicinskih maski (koje se ¢esto nazivaju
kirurskim maskama) i od samostalno izradenih platnenih maski za svakodnevnu upotrebu.
Naime, navedene maske za razliku od FFP maski nisu ,,nepropusne® i ne pruzaju potpunu
zastitu diSnih putova jer zrak moze prolaziti kroz njih. FFP maske mogu biti s ventilom ili

bez. FFP s ventilima omogucuju protok zraka iznutra u vanjsku stranu maske.(55)

FFP maske se klasificiraju u tri kategorije; FFP1, FFP2 i FFP3. Uc¢inkovitost filtriranja prve
maske iz ove kategorije - FFP1 iznosi 80%, potom slijedi FFP2 s u¢inkovitos¢u od 94% i u

konacnici FFP3 maska s u¢inkovitosti filtriranja od ¢ak 99%.

Naime, FFP1 maske su prvenstveno maske sa sposobnoscu filtriranja prasine, stoga su
prikladne za radna okruzenja u kojima se nalazi samo netoksi¢na prasina, dok su FFP2 maske
prikladne za radna okruzenja u kojima se u sastavu zraka nalaze patogeni i mutageni. FFP2
maske, kao 1 N95, zadovoljavaju skup strozih zastitnih normi, a §tite osobu koja ih nosi, jer
zadrzavaju > 95% Ccestica i kapljica prilikom udisanja. U konacnici, FFP3 maske su jo$
djelotvornije od FFP2 maski, pa jo§ vise $tite korisnika jer se> 99% kapljica i Cestica filtrira

prilikom udisanja.(55)

FFPI FFP2

Slika 5. Prikaz razli¢itih kategorija FFP maski- FFP1, FFP2 1 FFP3. (59)
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2. CILJISTRAZIVANIJA

Uz razlicite ljudske aktivnosti i brojne kemikalije, danas sve znac€ajniji izvor onecis¢enja zraka
predstavljaju mikroorganizmi prisutni u okoliSu. Aktualna pandemija uzrokovana SARS-CoV-
2 nametnula je obvezu noSenja zastitnih maski za lice. Uz pretpostavku da ¢e zastitne maske za
lice filtrirati bakterije, kvasce i plijesni, cilj ovog diplomskog rada bio je prikazati, odnosno
usporediti stupanj djelotvornosti filtriranja navedenih mikroorganizama prisutnih u odgojno-
obrazovnim ustanovama koriStenjem razlicitih vrsti zastitnih maski za lice. Kako bi se utvrdila
ucinkovitost odredenih maski, u ovom radu su koristene hranjive podloge (Tryptic Soy Agar,
Sabouraud, kromogeni te krvni agar) te tri vrste zastitnih maski - jednoslojna platnena, kirurska

te FFP2 maska.
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3. MATERIJALI I METODE

Zrak se uzorkovao u dje¢jem vrti¢u u skupinama Ribice i Bubamare te u osnovnoj skoliu 4.b i
8.b razredu. Uzorci zraka su uzeti za vrijeme boravka djece u vrti¢u, odnosno za vrijeme
odvijanja nastave u Skoli kako bi se dobio uvid u ucinkovitost filtriranja maski na bakterije,
kvasce i plijesni koji su prisutni u ispitivanim skupinama spomenutih ustanova. U vrtickim
skupinama (Ribice i Bubamare) mjerenja su provedena 18.02.2021., dok su u skoli (4.b i 8.b)
provedena 24.02.2021.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Hranjive podloge

3.1.1.1. Tryptic Soy Agar (Biolife, Italija)

Triptoza sojin agar (engl. Tryptic Soy Agar (TSA)) je neselektivni medij koji se koristi za rast
Sirokog spektra mikroorganizama zbog toga $to sadrzi brojne hranjive tvari korisne bakterijama
(dusik, vitamini i minerali). Glukoza sluzi kao izvor ugljikohidrata, a natrijev klorid pospjesuje
odrZavanje osmotske ravnoteze. Primjena TSA- a je raznovrsna, a ukljucuje razlicita ispitivanja

okoliSa, hrane, vode, kozmetike 1 industrije.

Nakon suspendiranja TSA-a u hladnoj destiliranoj vodi, dobivena je suspenzija koja je potom
i sterilizirana u autokavu na 121°C tijekom 15 minuta. Nakon hladenja na temperaturi od 50°C
suspenzija je prelivena u Petrijeve zdjelice 1 kao takva ostavljena na sobnoj temperaturi. Po
zavrSetku uzorkovanja zraka, Petrijeve zdjelice s TSA-om su inkubirane na 36°C tijekom 48 h,

nakon ¢ega su prebrojane porasle bakterijske kolonije.(60)

3.1.1.2. Kromogeni agar

Kromogeni agar je diferencijalna podloga koja sadrzi dva specificna kromogena supstrata koje
metaboliziraju mikroorganizmi oslobadaju¢i kromogen pri ¢emu dolazi do promjene boje
medija. Brilliance™ UTI agar (Oxoid, Engleska) je kromogeni medij koji sluZi za
identifikaciju 1 diferencijaciju onih mikroorganizama koji su glavni uzrocnici infekcija

mokra¢nog sustava.
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Nakon suspendiranja Brilliance™ UTI agara u destiliranoj vodi, dobivena otopina je stavljena
u autoklav na 121°C tijekom 15 min kako bi se sterilizirala. Dobivena suspenzija je ohladena
(50°C) te prelivena u Petrijeve zdjelice. Nakon uzorkovanja, Petrijeve zdjelice s kromogenim
agarom stavljene su na inkubaciju tijekom 48 h na temperaturu od 37°C nakon cega su

prebrojne razli¢ito obojene bakterijske kolonije.(61)

3.1.1.3. Krvni agar

Krvni agar je neselektivni medij koji sluzi za diferencijaciju bakterijskih vrsta na temelju
stupnja hemolize razli¢itih mikroorganizama kao Sto su primjerice Staphylococcus spp.,
Streptococcus pneumonie, Corynebacterium spp., Campylobacter jejuni 1 Actinommyces spp.
Dok peptoni predstavljaju izvor dusika i ugljika bitnih za rast bakterija, a natrijev klorid odrzava
osmotsku ravnotezu, dodatak ov¢je krvi omogucuje uocavanje nastale hemolize koja

omogucuje identificiranje mikroorganizama.

Krvni agar N° 2, proizvodaca Biolife (Blood agar base N° 2, Biolife) suspendiran je u hladnoj
destiliranoj vodi. Dobivena suspenzija je zagrijavana, a potom i sterilizirana u autokavu na
121°C tijekom 15 minuta. Nakon hladenja na temperaturi od 50°C suspenzija je obogacena
dodatkom 5%-tne defibrirane ovcje krvi, nakon cega je dobro promijeSana i prelivena u
Petrijeve zdjelice 1 kao takva ostavljena na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku uzorkovanja zraka,
Petrijeve zdjelice s krvnim agarom su inkubirane na 37°C tijekom 48 h nakon cega se

promatralo je li prisutna hemoliza i u kojem stupnju.(62)

3.1.1.4. Sabouraud dekstroza agar
Sabouraud dekstroza agar je neselektivni medij koji sluZi za izolaciju 1 identifikaciju kvasaca i
plijesni, posebice dermatofita. Niski pH pogodan je za rast gljiva, a sluzi 1 kao inhibitor za rast

bakterija. Glukoza u visokim koncentracijama predstavlja izvor energije i ugljika.

Sabouraud Dextrose Agar proizvodaca Biolife suspendiran je u hladnoj destiliranoj vodi. Kako
bi se dobivena suspenzija sterilizirala, stavljena je u autoklav na 121°C tijekom 15 min nakon
¢ega je ohladena i prelivena u Petrijeve zdjelice. Nakon uzorkovanja zraka, Petrijeve zdjelice
sa Sabouraud dekstroza agarom stavljene su na inkubaciju tijekom 5 dana na temperaturu od

25°C nakon ¢ega su preobrojani porasli kvasci i plijesni.(63)
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3.1.2. MAS-100 uredaj (Merck)

MAS-100 je instrument koji kroz perforiranu glavu uvlaci zrak, a temelji se na principu

Andersenovog uzorkovaca. Izabrani volumen zraka se zatim usmjerava na Petrijevu zdjelicu s

izlivenim agarom. Nakon provedenog uzorkovanja, Petrijeva zdjelica se stavlja na inkubaciju

pri odredenoj temperaturi te se porasle kolonije prebroje, a rezultat interpretira kao CFU/L.

Mjereci protok zraka na ulazu, sistem regulira volumen na vrijednost od 100 L zraka u minuti.

U slucaju da ugradeni senzor ne registrira 100 L zraka u minuti, zbog vanjskih ¢imbenika koji

sprijeCavaju stabilan protok zraka ili ako ga blokira prenapunjena Petrijeva zdjelica,

uzorkovanje se zaustavlja te je potrebno ukloniti Petrijevu zdjelicu 1 zapoceti novo

mjerenje.[64]

3.1.3. Zastitne maske za lice

Jednoslojna platnena maska; MAS1- MASKICA ZA LICE; Proizvodac: RT 2 d.o.o.
Kirurska maska; Kirur§ka maska za lice; Proizvodac; DELT Papir d.o.o.; Stavlja na
trziste: Hygienes you;

FFP2 maska; Particle Filtering Half Mask; Proizvodac¢: Innovation for you;
Klasifikacija: FFP2 NR; Model:DM9501; LOT: 603744

3.1.4. Ostali materijali

Termometar s vlagomjerom

Alkohol za dezinfekciju

Petrijeve zdjelice

Inkubator (Binder, Njemacka)

Eza

Pokrovno stakalce

Plamenik

Gram kristalviolet 1%-tna otopina (Biognost, Hrvatska)
Gram lugolova otopina (Biognost, Hrvatska)
Gram dekolorizator (Biognost, Hrvatska)
Gram safranin (Biognost, Hrvatska)

Svjetlosni mikroskop (Olympus)
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e Filter papir

e TMPD (hidroklorid) (Cayman chemical company, SAD )
e API Staph biokemijski niz (Biomerieux, France)

e 3%-tna otopina H20»

e Kapaljka

e Automatska pipeta

e Fizioloska otopina

e Plazma

3.2 METODE

3.2.1. Uzorkovanje zraka pomo¢u MAS-100 uredaja

Prilikom uzorkovanja zraka, MAS-100 uredaj je stavljen na ¢vrstu podlogu te je okretanjem
udesno otvorena perforirana glava uredaja. Zatvorena Petrijeva zdjelica je stavljena na vrh
podloge uredaja te je uklonjen poklopac. Nakon §to se glava uredaja zatvorila, namjesten je kut
uzorkovanja zraka. Izabrao se volumen uzorkovanja od 250 litara, skinuo zastitni poklopac i
zapoceo ciklus uzorkovanja pritiskom na tipku ,,Yes* u izborniku ,,Start ”. Nakon zavrSenog
uzorkovanja ukljucila se crvena lampica te se na ekranu prikazala vrijednost uzorkovanog
volumena (250 L). Zatim je otvorena glava uzorkovaca te se Petrijeva zdjelica, spremna za
inkubaciju, zatvorila. Postupak je ponovljen 64 puta, odnosno u svakoj skupini je provedeno
kontrolno mjerenje te mjerenja s platnenom, kirurSkom i1 FFP2 maskom na sva 4 primijenjena

agara.
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Slika 6. Uzorkovanje zraka koriStenjem MAS-100 uredaja.

Izvor: Lucija Razov

Slika 7. Uzorkovanje zraka koriStenjem platnene zastitne maske za lice MAS-100 uredajem.

Izvor: Lucija Razov
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Slika 8. Uzorkovanje zraka koriStenjem kirurSke zasStitne maske za lice MAS-100 uredajem.

Izvor: Lucija Razov

3.2.2. Odredivanje broja poraslih bakterijskih kolonija te kvasaca i plijesni

Kako bi se odredio ukupni broj aerobnih mezofilnih bakterija koriSten je TSA, dok je za ukupan
broj kvasaca i plijesni koriSten Sabouraud agar. Krvni agar je koriSten kako bi se dobio uvid
stvaraju li bakterije alfa, beta ili gama hemolizu. Nadalje, za odredivanje broja poraslih kolonija

to¢no odredenih bakterijskih vrsti, koriSten je kromogeni agar.

3.2.3. Obrada rezultata

Zbog Cinjenice da porastom broja mikroorganizama, odnosno cestica koje udaraju o plocu, raste
1 vjerojatnost da dvije Cestice produ kroz isti otvor, a da pri tome nastaje samo jedna kolonija,
za odredivanje broja mikroorganizama se koristi tablica statistickih korekcija prema Feller-u.

Korekcija se provodi prema slijede¢oj formuli:

Pr=N (I/N+ 1 N/N-1+ I/N-2 .... I/N-r +1)
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Pri ¢emu Pr oznacava vjerojatni (statisti¢ki) ukupni broj, r broj izbrojanih kolonija, a N broj

otvora na glavi uredaja (400).

[ R T e [ v T e [ v T e [ v TP [ v [T Pe [ v T e [ ¢ [ Pe [ t [ Pr|
1 1 31 54 101 116 151 169 201 278 251 304 301 55T 351 836
2 2 52 58 102 118 152 181 202 281 252 307 302 Si&1 352 Bdd
3 3 53 57 13 | 119 | 153 [ 183 | 203 | 283 | 253 | 400 | S03 | se5 | 353 | ss3
4 i 54 58 104 120 154 184 204 2B5 254 402 304 569 354 861
5 5 55 59 105 122 155 106 205 287 255 405 305 573 355 870
6 3 56 60 106 | 123 | 156 | 197 | 206 | 289 | 256 | 408 | O06 | S5TB | 356 | &re
7 T 7 B 107 124 157 198 207 281 257 411 307 582 357 8E8
| B 58 B3 1048 126 158 201 2048 203 258 413 308 S5E6 358 807
9 9 50 64 18 | 127 | 159 | 202 | 200 | 286 | 259 | 416 | oo9 | sed | 359 | @07
10 10 60 B5 110 128 160 204 210 207 260 419 310 585 360 T
11 11 &1 BE 111 130 161 208 211 200 261 422 311 500 361 227
12 12 62 67 192 | 131 | 162 | 207 | 212 | 301 | 62 | 425 | o912 | 604 | oSE2 | @47
13 13 63 L] 113 133 163 208 213 S0 263 478 313 B8 363 84T
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15 15 65 ™ 115 135 165 212 215 308 265 433 315 618 3B65 963
16 18 [il5] T2 116 137 168 214 216 310 268 436 316 822 368 981
17 17 &7 T3 117 138 1E7 216 217 312 2687 439 37 827 367 882
18 i8 68 T4 118 140 168 218 218 314 268 443 318 832 368 1005

18 19 2] T8 113 141 163 213 213 T 263 445 319 837 363 inr

40 42 30 102 140 172 180 257 2di) 366 280 515 Sdi) 756 3580 1456
41 43 1 103 141 174 181 259 241 368 281 519 341 763 381 1496
42 44 a2 104 142 178 102 261 242 TR 202 522 342 TED 382 1541
43 45 33 106 143 177 183 263 243 373 283 526 343 TT6 383 1581

45 43 a5 108 145 180 185 28T 245 378 285 534 345 781 385 1718
48 49 a8 110 1485 1E1 106 269 2485 381 206 537 345 758 308 1785
47 50 ar 111 147 183 187 am 247 364 287 541 47 805 387 1895
48 51 98 112 148 1ES 1568 273 248 3BE 208 545 348 813 308 2028
48 52 29 114 149 1BE 169 275 249 389 209 549 349 220 369 2228
j=11] 53 100 115 150 1E8 200 arT 250 381 300 553 350 828 400 2628

Slika 9. Tablica statistickih korekcija prema Feller-u. (64)

3.2.4. Bojanje po Gramu

Bojanje po Gramu je sloZena i diferencijalna metoda koja se u mikrobiologiji koristi za podjelu
bakterija u dvije velike grupe ovisno o sastavu njihove stani¢ne stijenke. Naime, stani¢na
stijenka Gram-pozitivnih bakterija sadrzi gusti sloj peptidoglikana koji zadrzava kristalno
ljubicastu boju kojom su ove stanice obojene. S druge strane, stani¢na stijenka Gram-negativnih
bakterija se sastoji od debelog lipidnog sloja te tankog sloja peptidoglikana zbog ¢ega bakterije
iz ove skupine ne zadrzavaju ljubicastu boju, ve¢ se boje crveno.(65) Dakle, u prvom koraku
ove metode jest dodana otopina kristal violeta fiksiranom preparatu. Potom je slijedilo
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dodavanje otopine lugola kako bi se stvorio kompleks izmedu prethodno dodanog kristal violeta
ijoda. Uzorku je potom dodan dekolorizator ¢ija je uloga dehidrirati sloj peptidoglikana koji se
potom skuplja i zateze. Spomenuti nastali kompleks kod Gram-pozitivnih bakterija ostaje
zarobljen u bakterijskoj stanici zadrzavaju¢i boju na taj nain, dok se membrana Gram-
negativnih bakterija razgraduje te dolazi do obezbojenja kompleksa. U posljednjem koraku prije
mikroskopiranja jest dodana otopina safranina, crvenog bojila, koji prethodno obezbojene
stanice Gram-negativnih bakterija boji u crveno, ne naruSavajuéi ljubicastu obojenost Gram-

pozitivnih bakterija.(66)

3.2.5. Oksidaza test

Biokemijska reakcija kojom se ispituje prisutnost enzima citokrom oksidaze koji boji reducirani
bezbojni reagens je nazvana oksidaza testom. Mali komad filter papira namocen je TMPD
(hidroklorid) reagensom te je ezom pikirana bakterijska kolonija koja je zatim utrljana na filter
papir. Kod oksidaza pozitivnih mikroorganizama boja reagensa se promijeni u tamnoljubicastu
u roku od 5 do 10 sekundi, dok se kod onih negativnih na oksidazu boja ne promijeni ili je

potrebno duze od 2 minute da dode do promjene boje.(67)

3.2.6. Katalaza test

Da bi prezivjeli oksidativni stres uzrokovan vodikovim peroksidom, mikroorganizmi se
oslanjaju na razli¢ite obrambene mehanizme medu kojima je 1 enzim katalaza kao neutralizator
baktericidnog ucinka vodikovog peroksida. Naime, katalaza potice i ubrzava razgradnju
vodikovog peroksida (H20:) na H20 1 O: pri ¢emu dolazi do stvaranja mjehurica koji reakciju
¢ine vidljivom. Pomocu eze pikirana je bakterijska kolonija koja je zatim prenesena na
predmetno stakalce. Potom je na stakalce dodana 3%-tna otopina H>0: pomocu kapaljke.
Ukoliko je doSlo do nastanka mjehuri¢a, znaci da se radi o katalaza pozitivnim, odnosno ukoliko

su mjehurici izostali, rije¢ je o katalaza negativnim mikroorganizmima.(68)

3.2.7. Koagulaza test

Koagulaza test je biokemijski test pomocu kojeg se Staphylococcus aureus na temelju
sposobnosti proizvodnje koagulaze razlikuje od ostalih stafilokoka koji su koagulaza negativni
(CoNS). Koagulaza je proteinski enzim sa sposobnos$¢u pretvaranja fibrinogena u fibrin, a sluzi

kao faktor virulencije povecavajuci patogenost i otpornost Staphylococcus aures-a na reakciju
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imunoloskog sustava. Razlikuju se dvije vrste koagulaze - slobodna i vezana.(69) Provedena je
vezana koagulaza kojom je na oba kraja predmetnog stakalca nanesena kap fizioloske otopine
u koju je ezom umijesa bakterijska kultura. U samo jednu od suspenzija je dodana plazma kako

bi bilo moguce razlikovati zrnate nakupine nastale koagulazom.

Oksidaza + Oksidaza -
Katalaza - Katalaza +

Koagulaza - Koagulaza +

Slika 10. Usporedba pozitivnih 1 negativnih rezultata na katalaza, oksidaza i koagulaza test.
(70), (71), (72)

3.2.8 API® Staph

API® Staph je standardizirani sustav koji koristi minijaturizirane biokemijske testove i posebno
prilagodenu bazu podataka, a sluzi za identifikaciju rodova Staphylococcus, Micrococcus i
Kocuria. Jedan strip sastoji se od 20 mikrocijevi u koji su inokulirane bakterijske suspenzije
pripremljene uz pomo¢ API Staph medija. Nakon inokulacije, slijedila je inkubacija na 36-38°C
tijekom 24 h. Crveno obojenje suspenzije predstavlja pozitivnu reakciju, dok Zuto obojenje
predstavlja negativnu reakciju. Zatim su u ozna¢enim mikrocijevima provedeni VP, NIT i PAL
testovi dodavanjem zadanog reagensa, a oCitavanje obojenja je provedeno nakon 10 minuta.
Kod VP testa dodavanjem VP1 i VP2 reagensa, ljubicasto-rozo obojenje predstavlja pozitivnu,
dok svijetlo ruzicasto obojenje oznacava negativnu reakciju. Nadalje, za provodenje NIT testa
koristeni su NIT1 1 NIT2 reagensi koji crvenim obojenjem suspenzije oznacavaju pozitivnu
reakciju. Naposljetku, ljubic¢asto obojenje kod provodenja PAL testa dodavanjem ZYM A i1

ZYM B reagensa oznacavalo je pozitivnu reakciju. Rezultati testova su oznaceni vrijednostima
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1,2 ili 4, a podijeljeni su u sedam skupina po tri. Dobiveni zbroj je unosen u bazu podataka

apiweb™ koja je potom izbacila vrstu i rod izoliranog mikroorganizma.(73)

Slika 11. Prikaz API Staph-a nakon inokulacije bakterijske suspenzije i inkubacije na 37 °C
tijekom 24 sata. (primjer Micrococcus spp.)

Izvor: Lucija Razov
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4. REZULTATI

Prije samog uzorkovanja zraka, u svim ispitivanim skupinama izmjerene su temperatura i

relativna vlaznost zraka.

Tablica 1. Prikaz izmjerene relativne vlaznosti zraka, temperature, broja prisutnih osoba i
povrsine prostorije u kojoj je zrak uzorkovan.

RH zraka/% Temperatura/°C | Broj djece + | Povrsina

odgajatelj/nastavnik | prostorije/m?

Bubamare 34 21 21 60
Ribice 33 21.5 10 60
4.b 35 23.3 23 55
8.b 38 22.1 18 49.30

Koristenjem MAS — 100 uredaja prilikom uzorkovanja zraka u dje¢jem vrti¢u (skupine

Bubamare i Ribice) 1 u $koli (4.b 1 8.b) dobiveni su slijedeéi rezultati:

Tablica 2. Prikaz poraslih bakterijskih kolonija na TSA agaru.

AEROBNE MEZOFILNE BAKTERIJE/ CFU/ 250L zraka
KONTROLA PII\I/IAEIS\IIE}: A KE}ESR;AKA FFP2 MASKA
SKUPINA r Pr r Pr r Pr r Pr
BUBAMARE 350 828 303 565 28 29 18 18
RIBICE 340 756 136 166 15 15 0 0
4.b 324 662 210 297 25 26 1 1
8.b 376 1118 348 813 72 79 14 14

r — broj izbrojenih kolonija u 250 L zraka

Pr - vjerojatni (statistcki) ukupni broj kolonija u 250 L zraka

Iz priloZzene Tablice 2. vidljivo je kako je najvec¢i broj bakterijskih kolonija porastao u
kontrolnim uzorcima svake skupine, odnosno u uzorcima zraka na kojima se nije ispitivala

ucinkovitost filtriranja maski. Platnena maska se pokazala najmanje ucinkovitom, dok su
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kirurSka 1 FFP2 maska pokazale visok stupanj ucinkovitosti filtriranja ukupnih aerobnih

mezofilnih bakterija.

Slika 12. Porasle kolonije aerobnih mezofilnih bakterija na Tryptic Soy Agaru.

Redom su prikazane porasle kolinije na kontrolnoj podlozi (A), zatim kolonije koje su porasle

nakon filtriranja zraka jednoslojnom platnenom (B), kirur§kom (C) te FFP2 maskom (D).

Izvor: Lucija Razov

Kao $to je vidljivo u tabliénom (Tablica 2.) i slikovnom prikazu (Slika 12.), platnena maska je
najmanje ucinkovita u filtriranju aerobnih mezofilnih bakterija. Broj poraslih kolonija na
podlogama nakon $to je zrak prosao filtraciju platnenom maskom neznatno je manji u usporedbi
sa kontrolnim podlogama, odnosno podlogama na kojima su bakterije porasle bez ikakvog
filtrirajuceg sredstva. Najucinkovitijom za filtraciju aerobnih mezofilnih bakterija se pokazala
FFP2 maska kojom se postiglo viSestruko smanjenje poraslih kolonija. Do znacajnog smanjenja

poraslih bakterijskih kolonija je doslo i primjenom kiruSke maske kao filtrirajuceg sredstva.

Krvni agar je koriSten kako bi se u ispitivanim uzorcima zraka klasificirali potencijalni

streptokoki, kao 1 patogeni stafilokoki koji imaju sposobnost hemolize.
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Slika 13. Prisutnost hemolize na krvnom agaru.

Prikazane su porasle kolonije na kontrolnoj podlozi (A) te kolonije koje su porasle nakon

filtriranja zraka platnenom (B), kirurSkom (C) i FFP2 maskom (D).
Izvor: Lucija Razov

Nakon prebrojavanja poraslih bakterijskih kolonija na TSA-u, koriSten je kromogeni agar za
daljnju identifikaciju poraslih kolonija. Na podlogama su porasle razli¢ito obojene kolonije koje
su se zatim pikirale i obojile po Gramu kako bi se dobio uvid radi li se o Gram-pozitivnim ili
Gram-negativnim bakterijama. Takoder, za razli¢ito obojene kolonije prema potrebi su
provedeni i katalaza, oksidaza te koagulaza test. Nadalje, za bakterijske kolonije za koje je iz
pripremljenog preparata utvrdeno pod mikroskopom da se radi o Gram-pozitivnim kokima,
proveden je i API Staph kako bi se tocno identificiralo koje vrste bakterija su prisutne u

ispitanim skupinama.
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Slika 14. Porast bakterijskih kolonija na kromogenom agaru.

Razli¢ito obojene kolonije predstavljaju razliCite bakterijske vrste. Prikazane su porasle
kolonije na kontrolnoj podlozi (A) te kolonije koje su porasle nakon filtriranja zraka

platnenom (B), kirurSkom (C) i FFP2 maskom (D).

Izvor: Lucija Razov
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Slika 14. kao i Tablice 3.,4.,5. 1 6. prikazuju kako platnena maska u najmanjoj mjeri filtrira sve
vrste identificiranih bakterija prisutnih u ispitivanim skupinama. Veéina identificiranih
bakterija nije prosla kroz FFP2 masku pa je njihov porast na kromogenom agaru izostao.
Micrococcus luteus 1 Staphylococcus haemolyticus su u svim ispitivanim skupinama porasli na
podlogama nakon filtracije zraka kirurSkom maskom, dok je nakon filtracije FFP2 maskom u
pojedinim skupinama porastao neznatan broj kolonija. Takoder, Staphylococcus aureus kao
najpatogenija bakterija iz roda stafilokoka ni u jednoj ispitivanoj skupini nije porasla na

podlogama nakon filtriranja zraka kirurSkom 1 FFP2 maskom.

Tablica 3. Prikaz poraslih bakterijskih kolonija na kromogenom agaru u vrti¢koj grupi

Bubamare.
CFU/ 250 L zraka
PLATNENA KIRURSKA
KONTROLA MASKA MASKA FFP2 MASKA
BAKTERIJA r Pr r Pr r Pr r Pr

Acinetobacter Iwolffii 59 64 43 45 2 2 0 0
Bacillus spp. 16 16 11 11 1 1 2 2
Micrococcus luteus 120 142 114 134 12 12 5 5
Micrococcus spp. 7 7 0 0 0 0 0 0
Staphylococcuus 35 37 16 16 0 0 0 0
aureus

Staphylococcus 24 25 5 5 0 0 ! !
chromogenes

Staphylococcus 52 56 51 54 6 6 1 1
haemolyticus

Staphylococcus lentus 9 9 8 8 0 0 0 0
UKUPNO 322 356 248 273 21 21 9 9

r — broj izbrojenih kolonija u 250 L zraka
Pr - vjerojatni (statistcki) ukupni broj kolonija u 250 L zraka

Iz prilozene tablice (Tablica 3.) vidljivo je kako je najzastupljenija izolirana bakterija

Micrococcus luteus, nakon kojeg slijede Acinetobacter Iwoffi 1 Staphylococcus haemolyticus.
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Tablica 4. Prikaz poraslih bakterijskih kolonija na kromogenom agaru u vrti¢koj grupi

Ribice.
CFU / 250L zraka
PLATNENA KIRURSKA
KONTROLA MASKA MAsKa | FFP2MASKA
BAKTERIJA r Pr r Pr r Pr r Pr

Acinetobacter lwoffii 22 23 9 9 2 2 0 0
Bacillus spp. 7 7 2 2 0 0 0 0
Micrococcus luteus 276 467 124 148 19 19 0 0
Micrococcus spp. 1 1 0 0 0 0 0 0
Sraphylococcus aureus 4 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus 5 5 3 3 ) ) 0 0
chromogenes
Staphyloc.occus 3 3 1 1 ) )
haemolyticus
UKUPNO 323 515 149 173 25 25 0 0

r — broj izbrojenih kolonija u 250 L zraka

Pr - vjerojatni (statistcki) ukupni broj kolonija u 250 Lzraka

Iz Tablice 4. se moze iscCitati da je kod svih izoliranih bakterija doslo do pada poraslih kolonija

filtriranjem ispitivanog zraka zaStitnim maskama za lice (naju¢inkovitija FFP2, zatim kirurska

1 naposljetku platnena maska). No, u odnosu na kontrolnu podlogu zabiljeZen je neznatni porast

kolonija Staphylococcus haemolyticus—a primjenom platnene maske kao filtrirajuceg sredstva.

Najzastupljeniji izolirani mikroorganizam je Micrococcus luteus.

Tablica 5. Prikaz poraslih bakterijskih kolonija na kromogenom agaru u 4.b.

CFU/ 250 L zraka
PLATNENA KIRURSKA
KONTROLA MASKA MASKA FFP2 MASKA

BAKTERIA r Pr r Pr r Pr r Pr
Acinetobacter Iwolffii 49 52 21 22 2 2 0 0
Bacillus spp. 9 9 6 6 0 0 0 0
Corynebacterium spp. 10 10 4 4 0 0 0 0
Micrococcus luteus 95 108 48 51 2 2 2 2
Micrococcus spp. 10 10 8 8 1 1 0 0
Staphylococcus aureus 5 5 3 3 0 0 0 0
Staphylococcus 3 3 2 2 0 0 0 0
epidermidis 1
Staphylococcus 59 64 26 27 1 1 0 0
haemolyticus
Staphylococcus lentus 1 1 0 0 0 0 0 0
Ostale 5 3 3 0 0 0 0
UKUPNO 246 267 121 126 16 16 2 2

r — broj izbrojenih kolonija u 250 L zraka
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Pr - vjerojatni (statistcki) ukupni broj kolonija u 250 L zraka

Iz Tablice 5. je vidljivo kako je kod svih izoliranih bakterija doslo do pada poraslih kolonija
filtriranjem ispitivanog zraka zastitnim maskama za lice (najucinkovitija FFP2, zatim kirurska
i naposljetku platnena maska). Najzastupljeniji izolirani mikroorganizam je Micrococcus

luteus, nakon kojeg slijedi Staphylococcus haemolyticus 1 Acinetobacter Iwoffii.

Tablica 6. Prikaz poraslih bakterijskih kolonija na kromogenom agaru u 8.b.

CFU/250 L zraka
KONTROLA PI;\;IAEIS\IIEE A KﬁESRIEEA FFP2 MASKA

BAKTERIJA r Pr r Pr T Pr r Pr
Acinetobacter Iwoffii 42 44 26 27 10 10 2 2
Bacillus spp. 7 7 3 3 2 2 0 0
Corynebacterium spp. 8 8 8 8 3 3 0 0
Micrococcus luteus 272 455 236 356 89 101 6 6
Micrococcus spp. 6 6 5 5 2 2 2 2
Staohylococcus aureus 4 4 2 2 0 0 0 0
S I N N R R
epidermids 1 L I L L L L R
i;‘%’g ;;’flz;f”s 16 16 1 1 5 5 3 3
UKUPNO 358 543 292 413 111 123 14 14

r — broj izbrojenih kolonija u 250 L zraka
Pr - vjerojatni (statist¢ki) ukupni broj kolonija u 250 L zraka

Kao 1 kod prethodno opisanih skupina, doSlo je do pada poraslih kolonija filtriranjem
ispitivanog zraka zastitnim maskama za lice pri ¢emu se najucinkovitijom pokazala FFP2, zatim
kirurSka 1 naposljetku platnena maska. Najzastupljeniji izolirani mikroorganizam i u ovoj

skupini je Micrococcus luteus. (Tablica 6.)
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Udio pojedine bakterije u ukupnom broju bakterija ovisno o
koriStenoj maski (vrti¢)

B Acinetobacter

Iwolffii

100%
90% = Bacillus spp.
80%
0 B Micrococcus
70% luteus
0,
00 B Micrococcus
spp.
50% PP
40% B Staphylococcuus
aureus
30%
B Staphylococcus
20% chromogenes
10% u Staphylococcus
haemolyticus
H —

0%
Kontrola; Platnena  KirurSka FFP2 Kontrola. Platnena  KirurSka FFP2 Staphylococcus
maska, maskai maska, maska: maskaz maska: lentus

Slika 15. Udio pojedinih bakterijskih kolonija poraslih na kromogenom agaru.

Prva se Cetiri stupca oznacena indeksom 1 odnose na vrti€¢ku grupu Bubamare, dok se druga

Cetiri stupca oznacena indeksom 2 odnose na grupu Ribice.

Udio pojedine bakterije u ukupnom broju bakterija ovisno o
vrsti koriStene maske (osnovna skola)

100% _— |

B Acinetobacter Iwolffii
90%

= Bacillus spp.
80%

_ | Corynebacterium spp.

70%

B Micrococcus luteus
60%

B Micrococcus spp.
50%

Ostale

40%

u Staphylococcus aureus
30%

Staphylococcus chromogenes

20%

B Staphylococcus epidermidis
10% 1

. . B Staphylococcus haemolyticus
0%

Kontrolas Platnena KirurSka FFP2 Kontrolas Platnena KirurSka FFP2 = Staphylococcus lentus
maskas maskas maskas maskas maskas maskas

Slika 16. Udio pojedinih bakterijskih kolonija poraslih na kromogenom agaru.
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Prva se Cetiri stupca oznacena indeksom 3 odnose na 4.b razred, dok se druga cCetiri stupca

oznacena indeksom 4 odnose na 8.b razred.

Slike 185. 1 16. prikazuju udjele poraslih bakterijskih kolonija u odnosu na ukupan broj. Vidljivo
je kako je Micrococcus luteus najzastupljeniji u uzorcima zraka u grupama Bubamare i Ribice,
aliiu4.bi8.b razredu, odnosno u svim ispitivanim skupinama. Osim Micrococcus luteus-a, u
svim skupinama su identificirani 1 Acinetobacter Iwolffii, Bacillus spp., Micrococcus spp.,

Staphylococcus aureus te Staphylococcus haemolyticus.

Kao §to je ve¢ spomenuto, osim u¢inkovitosti filtriranja bakterija razlicitih vrsta zastitnih maski,
u ovom radu se ispitivala i u¢inkovitost filtriranja kvasaca i plijesni. Odreden je broj poraslih
kvasaca 1 plijesni, ali daljnja identifikacija kako bi se definiralo koje tocno vrste su prisutne u

ispitivanim skupinama nije izvrSena.

Slika 17. Porast kvasaca i plijesni na Sabouraud agaru.

Na prvoj podlozi prikazan je porast kvasaca i plijesni na kontrolnoj podlozi (A), a zatim su
redom prikazane podloge na kojima su porasli kvasci 1 plijesni koji su prosli kroz filtriranje

zraka koriStenjem platnene maske (B), kirurSke maske (C) i FFP2 maske (D).
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Tablica 7. Prikaz poraslih kvasaca i plijesni na Sabouraud agaru.

KVASCI I PLIJESNI / CFU/250 L zraka
SKUPINA r Pr r Pr r Pr r Pr
BUBAMARE 11 11 7 7 0 0 0 0
RIBICE 10 10 2 2 2 2 0 0
4.b 52 56 27 28 5 5 0 0
8.b 35 37 30 31 6 6 2 2

r — broj izbrojenih kolonija u 250 L zraka
Pr - vjerojatni (statisticki) ukupni broj kolonija u 250 L zraka

Iz prilozene tablice (Tablica 7.) vidljivo je kako je najveci broj kvasaca i plijesni porastao u
kontrolnim uzorcima svake skupine, odnosno u uzorcima zraka na kojima se nije ispitivala
ucinkovitost filtriranja maski. FFP2 maska se pokazala izrazito ucinkovitim sredstvom u
filtriranju kvasaca i plijesni dok se najmanje u¢inkovitom pokazala platnena maska nakon koje

slijedi kirurSka maska, a koja je u vecoj mjeri profiltrirala kvasce 1 plijesni.

Broj poraslih kvasaca 1 plijesni ovisno o koriStenoj maski

B __ |- Il_
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Slika 18. Graficki prikaz poraslih kvasaca i plijesni u ispitivanim skupinama ovisno o
koriStenoj zastitnoj maski.
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U svim skupinama je najveci porast zabiljezen na kontrolnim podlogama. Kao i kod TSA 1
kromogenog agara najmanje ucinkovitom u filtraciji kvasaca i plijesni se pokazala platnena
maska, nakon koje slijedi kirur§ka maska. Prilikom filtriranja zraka FFP2 maskom u odnosu na
kirursku masku doslo je do porasta plijesni samo u 8.b razredu. Najveci porast kvasaca i plijesni

na Sabouraud agaru u ispitivanim skupinama je zabiljezen u 4.b, nakon kojeg slijedi 8.b razred.
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5. RASPRAVA

Razlic¢ite kemikalije, Cestice i bioloski materijali prisutni u okoliSu glavni su uzrok onecis¢enja
zraka Sto zbog Cinjenice da je zrak medij kojim se prenose razlicita oneciS¢enja okoliSa na
covjeka, predstavlja problem za zdravlje ljudi. S obzirom na ¢injenicu da ljudi provode 90%
svojeg vremena u zatvorenom, uz kemijska onecis¢enja nastala antropogenim utjecajem, zbog
suvremenog nacina zZivota sve viSe paznje se predaje i onima bioloSkog karaktera. Naime,
bioaerosol koji je prisutan i u zatvorenom i u otvorenom prostoru, a sadrzi Cestice
mikroorganizama poput bakterija, virusa, gljiva i njihovih spora predstavlja izvor Stetnih
ucinaka na zdravlje koji utjecu na sve vecu pojavnost alergija kao i poremecaja u respiratornom

sustavu.

Osim respiratornog sustava, i koza predstavlja vazan rezervoar mikroorganizama. Naime, kako
se povrsinski slojevi koze neprestano regeneriraju, ljuskice koze zajedno sa bakterijama koje
su dio normalne flore koze se tako Sire u okolni prostor. Ova Cinjenica ima za posljedicu da u

zatvorenom prostoru s porastom broja prisutnih ljudi dolazi i do porasta broja bakterija.

S dolaskom pandemije COVID-19 uzrokovane virusom SARS-CoV-2 uvedene su i obveze
nosenja zaStitnih maski za lice s ciljem smanjenja transmisije virusa kod boravka ljudi u
zatvorenim prostorima. Stoga se prilikom izrade ovog diplomskog rada postavilo pitanje na koji
nain uporaba spomenutih zaStitnih maski utjee na bakterije u zraku kojima smo inace

svakodnevno izloZeni, ali i na ukupan broj kvasaca i plijesni.

Za izradu rada uzeti su uzorci zraka u odgojno-obrazovnim ustanovama (djecji vrti¢ 1 osnovna
Skola), a koriStene su 4 vrste hranjivih podloga; triptoza sojin agar, kromogeni agar, krvni agar
te Sabouraud agar. Za svaku od ispitanih skupina uzet je volumen zraka, odnosno kontrola koja
sluzi za usporedbu broja bakterija, kvasaca 1 plijesni prisutnih u zraku bez filitriranja zraka
uporabom za$titnih maski. Iz rezultata je vidljivo kako je u kontrolnim uzorcima na svim
podlogama u svakoj od ispitanih skupina porastao najveci broj kako bakterijskih kolonija, tako

i kolonija kvasaca i plijesni.

Nakon kontrolnih podloga, broj poraslih kolonija na svim koriStenim agarima je najvec¢i nakon
koriStenja jednoslojne platnene maske kao filtrirajuceg sredstva. Jedino je na kontrolnoj podlozi
kromogenog agara u skupini Ribice zabiljeZen neznatno manji broj kolonija Staphylococcus
haemolyticus (3 kolonije manje) u odnosu na broj poraslih kolonija nakon primjene platnene

maske kao filtriraju¢eg sredstva.
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Uporabom kirurskih 1 FFP2 maski kao filtriraju¢ih sredstava dosSlo je do smanjenja broja
poraslih bakterijskih kolonija. KoriStenjem FFP2 maske maksimalni broj poraslih kolonija
aerobnih mezofilnih bakterija iznosi 18 CFU/250 L zraka, a uglavnom je rije¢ o kolonijama
Micrococcus luteus-a kao opcenito najzastupljenijeg mikroorganizma u ispitanim skupinama.
Kada je rijec o kirurS§kim maskama, broj poraslih kolonija je u intervalu 15-29 CFU/250 L zraka
te je neSto veci u usporedbi s rezultatima dobivenim koriStenjem FFP2 maske. Najveci porast
kolonija aerobnih mezofilnih bakterija koje su prosle kroz kirurSku masku je zabiljezen u 8.b
razredu, a iznosi 72 CFU/250 L zraka. Naime, opcenito je i na kontrolnim podlogama u ovoj
skupini ispitanika broj poraslih kolonija bio najve¢i. Razlog tomu moze biti veca aktivnost

djece, manja povrsina prostorije te veéa relativna vlaznost zraka.

Smatra se da su u zatvorenim prostorima dominantne bakterije Micrococcus spp.,
Staphylococcus spp. 1 Bacillus spp. Provedenim klasi¢nim mikrobioloskim metodama utvrdeno
je kako je u ispitanim ustanovama najzastupljenija bakterija Micrococcus luteus, nakon kojeg
slijede Acinetobacter Iwoffi i Staphylococcus haemolyticus. Uz njih u svakoj skupini izolirane
su i Bacillus spp., Micrococcus spp., Staphylococcus aureus 1 Staphylococcus chromogenes.
Nadalje Staphylococcus lentus izoliran je u dvjema ispitivanim skupinama (Bubamare i 4.b),

dok su u skoli (4.b i 8.b) izolirani i Corynebacterium spp. te Staphylococcus epidermidis.

Koagulaza pozitivni stafilokok - Staphylococcus aureus koji inace kolonizira nosnice, zbog
sposobnosti razvoja Sirokog spektra infekcija se smatra najpatogenijim od navedenih
mikroorganizama. Ostale identificirane bakterije - Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Acinetobacter Iwolffii 1 Corynebacterium spp. su ve¢inom takoder dio normalne
flore covjekove koze i kao takve ne predstavljaju opasnost za ljudsko zdravlje. No, navedene
bakterije se smatraju oportunistickim patogenima, jer u pacijenata s oslabljenim imunoloskim
sustavom 1 ugradenim kateterima Cesto izazivaju infekcije koje predstavljaju izazov danasnjoj

medicini zbog sve ucestalije pojavnosti otpornosti na antimikrobna sredstva.

Takoder, 1 na Sabouraud agaru korisStenom kao mediju za rast kvasaca i plijesni, u usporedbi s
kontrolnim uzorkom je doSlo do pada poraslih kolonija koriStenjem zaStitnih maski za lice.
Jednoslojna platnena maska je imala najmanju ucinkovitost, dok se naju¢inkovitijom ponovo
pokazala FFP2 maska ¢ijom primjenom u ¢ak tri ispitane skupine nije doslo do porasta kvasaca
i plijesni. Naime, do porasta je doslo u 8.b razredu, a zabiljeZen je porast od 2 CFU/250 L zraka.
KirurS$kim maskama je takoder postignut zadovoljavaju¢i rezultat, a maksimalan zabiljezen

porast iznosi 6 CFU/250 L.
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Dakle, prouc¢avanjem ucinkovitosti filtriranja aerobnih mezofilnih bakterija 1 kvasaca i plijesni
pokazalo se kako je FFP2 maska u svim ispitivanim skupinama zadovoljila standard
ucinkovitosti filtriranja od 94%, dok je kirurSka maska takoder zadovoljila ucinkovitost

filtriranja od 80%.

Covjek udahne 12-16 puta u minuti, a koli¢ina zraka prilikom maksimalnog udaha iznosi oko
500 mL. Drugim rije¢ima, u jednoj minuti covjek udahne 6 000- 8000 mL, odnosno 6-8 L zraka.
Volumen zraka koji djeca udahnu je slican kao i u odrasla covjeka jer se za vrijeme odrastanja
neznatno mijenja, ali je frekvencija disanja veca i razlikuje se ovisno o dobi; u razdoblju 1-2
godine frekvencija disanja iznosi 24-40 puta u minuti, u dobi 3-5 godina iznosi 22-34 puta, dok
u dobi 6-12 godina iznosi 18-30 puta u minuti. Dakle, volumen zraka koji djeca udahnu je visi
od volumena kojeg udahne odrasla osoba, a u dobi 1-2 godine iznosi 12-20 L, u dobi 3-5godina

iznosi 11-17 L, a u dobi 6-12 godina iznosi 9-15 L zraka u minuti.

Naime, prilikom izvedbe ovog diplomskog rada koriSten je MAS-100 uredaj ¢iji sistem regulira
protok zraka na ulazu u sam uredaj na volumen vrijednost od 100 L zraka u minuti. Prije samog
pocetka uzorkovanja zraka izabran je volumen od 250 L pa su rezultati iskazani kao broj
poraslih kolonija u 250 L, odnosno kao CFU/250 L zraka. Spomenuti volumen zraka kojeg
uredaj uvlaci je viSestruko vec¢i od navedenih volumena zraka kojeg udahne odrasla osoba,
odnosno dijete u jednoj minuti. Takoder, snaga kojom uredaj uvlaci zrak je veca od snage udaha
kod ¢ovjeka, pa se pretpostavlja da je ukupan broj aecrobnih mezofilnih bakterija, kao i kvasaca

1 plijesni koje ¢ovjek udahne manji od onog koji prode kroz uredaj.

Dobiveni rezultati su potvrdili pretpostavku da ¢e koriStenje zasStitnih maski za lice kao
filtriraju¢ih sredstava dovesti do smanjenja bakterijskih kolonija, kao i kolonija kvasaca i
plijesni. Takoder, pretpostavilo se da ¢e od odabranih zastitnih maski za lice, jednoslojne
platnene maske imati najmanju uc¢inkovitost zato §to ne zadovoljavaju standardima, odnosno
nisu certificirane. No, s njthovim noSenjem moZe se smanjiti prijenos respiratornih kapljica 1
usporiti strujanje daha. Nadalje, kirurSke maske 1 FFP2 maske se razlikuju po svojoj namjeni,
a zadovoljavaju propisanim standardima. Uloga kirur§ke maske je prvenstveno zastita drugih
osoba od respiratornih kapljica one osobe koja nosi masku, dok je uloga FFP2 maske zastititi

osobu koja nosi masku od Cestica aerosola.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Zastitne maske za lice kao filtriraju¢a sredstva u zatvorenim prostorima
smanjuju broj aerobnih mezofilnih bakterija kojima smo izlozeni.

Zastitne maske za lice kao filtriraju¢a sredstva u zatvorenim prostorima
smanjuju broj kvasaca i plijesni kojima smo izloZeni.

U usporedbi s kirurSkom i FFP2 maskom, jednoslojne platnene maske su manje
ucinkovite.

Kirurske maske su manje u¢inkovite od FFP2 maski.

U svim ispitivanim skupinama koriStenjem kirurS§ke maske je postignuta
ucinkovitost filtriranja aerobnih mezofilnih bakterija, kvasaca i1 plijesni od
propisanih 80 %.

U svim ispitivanim skupinama koriStenjem FFP2 maske postignuta je
ucinkovitost filtriranja aerobnih mezofilnih bakterija, kvasaca i plijesni od

propisanih 94%.
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POPIS KORISTENIH SKRACENICA

PM - lebdece Cestice
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TSA — triptoza sojin agar

SZO — Svjetska zdravstvena organizacija

FDA - Food and Drugs Administration
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