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PREZIVLJAVANJE LEGIONELA
U MORSKOJ VODI

Legionele se primarno nalaze u vodenim sredinama, naj¢esce umjetno

doc. dr. sc. Dijana Tomi¢ Linsak stvorenim, kao Sto su sustavi s toplom vodom, jacuzziji, rekreacijski bazeni,
Sveudiliste u Rijeci, Medicinski fakultet,
Brace Branchetta 20, Rijeka, Hrvatska

dijanatl@uniri.hr slatkovodnim sustavima, no prezivljavanje uz visoke koncentracije soli nije

klima uredajiislicno. Dobro je poznata Cinjenica da legionele prezivljavaju u

Andrea Ga$aj, mag. sanit. ing. detaljno ispitano. U ovoj studiji in vitro pokusima ispitano je prezivljavanje
Sveuciliste u Rijeci, Medicinski fakultet

B Branalieie 20, Fiele, Hinesle Legionella u uzorcima morske vode, vodovodne vode te klorirane vode iz

morskog bazena. Koristena su dva soja bakterije, Legionella pneumophila
izv. prof. dr. sc. Ivana Gobin

Sveuctilidte u Rijeci, Medicinski fakultet ATCC BAA-74 kao klinicki izolat i Legionella pneumophila ST82 koja je

Brace Branchetta 20, Rijeka, Hrvatska .. .
izolirana iz morskog bazena.

U sirovoj morskoj vodi, kao i u vodovodnoj vodi obje vrste bakterije
prezivljavaju vise od 30 dana. U filtriranoj morskoj vodi L. pneumophila soj
ST82 prezivljava preko 30 dana, dok L. pneumophila ATCC BAA-74 ugiba
unutar 25 dana. Vazan faktor u prezivljavanju oba soja je i razrjedenje
klorirane morske vode s nekloriranom vodovodnom vodom. Rezultati
ukazuju da je neophodna konstantna kontrola i pridrzavanje protokola
odrzavanja voda u hotelskim sustavima, te je neophodno uvodenje dodatnih
protokola za bazene s morskom vodom. Jedino adekvatnim procesima
higijene i monitoringa mozemo dovesti do znacajnijeg smanjenja rizika od

pojave legionarske bolesti i njenog Sirenja.

1. UvVOD
Legionella je ubikvitarna, fakultativno unutarstanicna  jest Legionella pneumophila koja se smatra najéed¢im
gram r?egativna_ bakterija_ koja se najceS¢e nalazi u  yzroénikom i moze uzrokovati legionarsku bolest i
prirodnim Vof"e”'f“ sustavima. Zbgg faktora .kavo'sto'su pontijacku groznicu. U ovu porodicu pripada minimalno
temperatura i vazne hranjive tvari koje pospjesuju njen g \rste bakterija s preko 70 razliitih serogrupa
rast prisutna je i u umjetnim vodenim sustavima kao Sto (Khawek i dr. 2018.). L. pneumphila je sposobna prezivjeti
su bazeni, jacuzziji, klima uredaji. Legionela se prenosi . . . . . .
L S . . . u uvjetima koji nisu prilagodeni za njeno umnazanje. U
udisanjem kontaminiranih aerosola i predstavlja vaznog ) o B o s
tim uvjetima, bakterije su izlozene stresu i limitacijama

patogena koji moze uzrokovati infekcije u vidu atipi¢ne ) ) o e
pneumonije. Bolesti izazvane legionelom skupno se kao i promjenama u temperaturama, salinitetu, kisiku i

nazivaju legionelozama i svoju prvu pojavu biljeze u pH. Upravo zbog toga razvile su stanje koje se naziva
drugoj polovici 20. stolje¢a (Abdel-Nour i dr. 2013.). U vijabilnim, ali ne kultivabilnim stanjem (VBNC) u kojem
porodici Legionellaceae najznacajniji predstavnik svakako  se nalaze dok uvjeti ne postanu povoljni za njihovo
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umnazanje (Poto¢njak i dr. 2012.). Tradicionalno je
stajaliSte da legionele, posebno L. pneumophila, ne
opstaju u slanim vodama te je samo nekoliko studija
izvijestilo da morska voda takoder mozZe biti potencijalni
rezervoar za Legionella spp. (Ortiz-Roque i Hazen 1987.;
Palmer i dr. 1993.). Nadalje, neke in vitro studije ukazale
su da je visa koncentracija NaCl bila kriticna za njihov
opstanak (Catrenich i Johnson 1989.). Takoder, studija
koju su proveli Heller i dr. (1998.) dokazala je da je
osjetljivost legionela na NaCl ovisna o temperaturi medija
posebice Sto je viSa temperatura to je viSa i osjetljivost
ovih bakterija. U istrazivanju Fields i suradnika (2002.)
L. pneumophila mogla se oporaviti iz prirodne morske
vode Baltika i Sjevernog mora sa slano3¢u od 15 %o i 30
%o, Cak i nakon 7 dana od inokulacije. Drugo istrazivanje
takoder sugerira da bi legionele u slanom okruzenju,
poput obalnih morskih podrucja i uS¢a, mogle postojati
u vijabilnim stanjima. (Gast i dr. 2011.). Cilj naSeg
istrazivanja bio je in vitro ispitati utjecaj mikrobiote u
uzorcima sirove morske i deklorirane vodovodne vode,

kao i razrjedenja klorirane morske vode iz bazena na
preZivljavanje L. pneumophila.

2. EKSPERIMENTALNI DIO
2.1 Materijali i metode

2.1.1 Uzorci morske i vodovodne vode

Svaki uzorak vode prikupljen je u koli¢iniod 1 Li ¢uvan
je u odvojenoj oznacenoj boci. Uzorak sirove morske
vode potjece s obale otoka Malog LoSinja, klorirana
morska voda iz rekreacijskog bazena i vodovodne
vode iz javne vodoopskrbe grada Rijeke. Uzorak sirove
morske vode filtriran je kroz filtar sterilnih Strcaljki od
0,45 pm CA. Dekloriranje vodovodne i morske vode je
napravljeno dodatkom natrijeva tiosulfata (Kemika,
Hrvatska) u koncentraciji od 0,05 g/L. Vodovodna voda za
pripremu bakterijskih suspenzija kao i pripravu serijskih
deseterostrukih razrjedenja je deklorirana i sterilizirana
autoklaviranjem (121 °C [ 15 min) i ¢uvana na 4 °C do
upotrebe.

Tablica 1: Metode koristene u ispitivanju fizikalno-kemijskih parametara uzoraka pitke i morske vode

Parametar

Temperatura

Temperatura uzorka

Metoda

Umjereni alkoholni termometar sa graduiranim intervalom od 0,1°C

Umjereni alkoholni termometar sa graduiranim intervalom od 0,1 °C

EN ISO 7393-2:2018 (Kvaliteta vode -- Odredivanje slobodnoga i ukupnoga klora -- 2. dio:

Slobodni klor Kolorimetrijska metoda s N,N-dietil-1,4-fenilendiaminom u svrhu rutinske kontrole (ISO 7393-
2:2017; EN ISO 7393-2:2018)
Bl Standardne metode 23.izd. 2017.2120.APHA, AWWA, WEF (Odredivanje boje, granica
oja
4 kvantifikacije 5 jedinica Pt/Co ljestvice
T EN ISO 7027-1:2016( Kvaliteta vode - Odredivanje mutnoce
utnoca
Kvantitativnhe metode (ISO 7027-1:2016;EN I1SO 7027-1:2016)
pH EN ISO 10523:2012 (Kvaliteta vode- odredivanje pH)
VaTTves EN 27888:1993 (Kvaliteta vode — Odredivanje elektri¢ne vodljivosti; granica kvantifikacije pS/
odljivos
) cm)
. EN I1SO 8467:1995 (Kvaliteta vode - Odredivanje permanganatnog indeksa; (ISO 8467:1993; EN
Utrosak KMnO

4

ISO 8467:1995)

EN ISO 10301:1997 ( Kakvoca vode -- Odredivanje lakohlapljivih halogeniranih ugljikovodika

Trihalometani

-- Metode plinske kromatografije (ISO 10301:1997; EN ISO 10301:1997); granica kvantifikacije

za Kloroform 0.75 pg/L, Bromdiklorometan: 0.75 pg/L, Dibromoklorometan: 0.75 pg/L,

Bromoform: 0.75 pg/L)

Standardne metode 23.1zd. 2017. 2520 B. APHA, AWWA,WEF (Odredivanje saliniteta -
konduktometrijska metoda; raspon 0-40 %o)

Salinitet

EN ISO: International Organization for Standardization; APHA; American public health association; AWWA, - American water works association; WEF Water

environment federation
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2.1.2 Fizikalno-kemijska karakterizacija uzorka
Utvrdena su fizikalno-kemijska svojstva morske i
vodovodne vode prema standardnim ISO uputama, a
koriStene metode prikazane su u tablici 1.

2.2 Bakterije

U pokusu je koristen klinicki izolat bakterije Legionella
pneumophila, ATCC BAA-74, dobivena ljubazno3¢u
prof.dr.sc. E. Hartland sa SveudiliSta u Melbourneu, u
Australiji. Drugi koriSteni soj Legionella pneumophila je
ST82 podgrupa Allentown/France, izoliran je iz bazena s
morskom vodom u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo
u Rijeci (Tomi¢ Linsak i dr. 2021.). Bakterije su ¢uvane u
zamrzivacu na -80 °C u 10 9% - tnom glicerol bujonu.
Nakon uzgoja 3 - 5 dana na BCYE podlozi pri 352 °C u
atmosferi obogacenoj 4 - 5 % CO,, bakterija se koristila
u pokusima.

2.3 Odredivanje ukupnog broja bakterija u sirovim
uzorcima morske i vodovodne vode

U uzorcima vodovodne i sirove morske vode se prije
poCetka rada odredivala prisutnost mikrobiote vode,
odnosno ukupni broj aerobnih mezofilnih bakterija
inkubiranih na 2242 °C i 35+2 °C. Nakon homogenizacije
i neutralizacije klora dodatkom natrijeva tiosulfata
(vodovodna voda), 1 ml uzorka prenesen je na dno
Petrijeve zdjelice i preliven, uz mijeSanje rastopljenim
i na 45 °C ohladenim agarom s kvas¢evim ekstraktom
(Biolife, Italija). Podloge su zatim inkubirane na 22+2 °C
i 35¢2 °C i o¢itavane nakon 48 - 72 sata.

2.4 Priprema bakterijskog inokuluma

Broj bakterija u  inokulumu odreden je
spektrofotometrijskom  metodom nakon pripreme
bakterijske suspenzije u sterilnoj vodovodnoj vodi.
Apsorbancija se mjerila pri 600 nm i namjeStena
je na OD1 (engl. Optical Density). Ta apsorbancija
oznaCava koncentraciju bakterija od 1x10° CFU/mL.
Nakon toga bakterije su dodane u pripremljene uzorke
vode (filtrirane i nefiltrirane uzorke sirove morske i
deklorirane vodovodne vode) i pocetna koncentracija
bakterija je iznosila  10® CFU/mL. Bakterijski inokulum
za ispitivanje razrijedenja klorirane morske vode na
prezivljavanja legionela je raden u dekloriranoj morskoj
vodi te je razrijeden u kombinaciji klorirane morske vode
i deklorirane vodovodne vode 1 :5ili 1:1.

2.5 Prezivljavanje legionela u uzorcima voda
PreZivljavanje legionela u uzorcima sirove morske
vode, sirove deklorirane vodovodne vode te filtrirane
morske i deklorirane vodovodne vode se pratilo tijekom
30 dana na temperaturi od 35+2 °C. Broj poraslih
kolonija legionela pratio se na neselektivnoj BCYE
(Buffered Charcoal Yeast Extract) podlozi (Oxoid,
UK) uz dodatak za rast koji sadrZi zeljezni pirofosfat,
L - cistein HCl i o - ketoglutarat (Oxoid, UK). Broj
bakterije u sirovim uzorcima morske vodovodne vode
odredivan je nasadivanjem i na selektivnu Glycine

Hrvatske vode | 29 (2021) | 116 | 75-82

Vancomycin Polymyxin Cycloheximide (GVPC) (Biolife,
Italija) podlogu uz prvotnu pripremu desetorostrukih
razrjedenja u mikrotitarskim plo¢icama. Kako bi ispitali
da li razrjedivanje klorirane morske vode s dekloriranom
vodovodnom vodom pogoduje prezivljavanju bakterija,
pokus je izveden u razli¢itim omjerima (1 : 1,1 :51i 1
1 10).

2.6 Ispitivanje vijabilnosti bakterija

Kako bi prikazali vijabilnosti legionela u ispitivanim
uzorcima morske vode upotrijebljeno je bojenje
propusnosti citoplazmatske membrane (Dead Baclight
bacterial viability kit; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
prema protokolu koji je savjetovao proizvodad. Kratko,
stanice legionela u uzorcima sirove morske vode (20.
dan) su obojene s dvije boje koje se vezu na nukleinsku
kiselinu, propidijum jodid (PI) i SYTO-9. Nakon 15 minuta
inkubacije bez svjetla, preparati su isprani, uklopljeni te
mikroskopirani fluorescentnim mikroskopom (Olympus
BX51, Tokio, Japan). Za mikroskopiranje se koristilo
imerzioni objektiv povec¢anja 100 x.

3. REZULTATI | RASPRAVA

S obzirom na veliku sposobnost adaptacije na
nepovoljne uvjete, za legionele se moze re¢i da
prezivljavaju u raznim uvjetima s malom koncentracijom
potrebnih nutrijenata za rast dok je njihova temperatura
optimalna za rast 35 °C, a pH izmedu 5,0 i 8,5. Osim
temperature i pH, na rast legionela utjee i prisutnost
razli¢itih iona te mikroorganizama koji se prirodno
nalaze u vodama (mikrobiota voda) (Raki¢ i dr. 2013.;
Potocnjak i dr. 2012.). Nasi nedavno publicirani rezultati
prikazuju izolaciju i karakterizaciju soja L.pneumophila
serogrupa 1 kao Allentown/France podskupina. Zatim je
izolat uspjesno genotipiziran kao ST82 (Tomi¢ Lin3ak i
dr. 2021.).

Uzorci sirove morske te vodovodne vode u kojima je
ispitivana vijabilnost bakterija prethodno su fizikalno-
kemijski okarakterizirani, a dobiveni rezultati prikazani
su u tablici 2.

Ocekivano, iz navedenih rezultata vidljiva je razlika
u vodljivosti pojedinih uzoraka. Naime vodljivost
uzorka vodovodne vode bitno je manja zbog izostanka
vece koli¢ine kloridnih iona koje nalazimo u morskoj
vodi. U kloriranoj morskoj vodi ispitala se i prisutnost
trihalometana kao nusprodukata dezinfekcije klorom.
Trihalometani nastaju reakcijom klora sa organskim
tvarima koje su prisutne u bazenskoj vodi. Glavni izvor
organske tvari u bazenima su s jedne strane tvari
prisutne u vodi kojom se bazen puni i s druge strane
kupadi i kozmeticka sredstva koja koriste. Klorinacijom
morske vode mogu nastati dodatni problemi koje
uzrokuju prirodni sastojci morske vode. Primjer su
bromidi koji ¢e primjenom klorinacije generirati vise
bromiranih trihalometana koji su toksi¢niji od kloriranih
trihalometana (Padhi i dr. 2012.; Padhi i dr. 2019.).

Da bi se ispitalo da i prisutnost mikrobiote u sirovoj i
dekloriranoj bazenskoj morskoj i dekloriranoj vodovodnoj
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Tablica 2: Fizikalno-kemijski parametri uzoraka pitke i morske vode

Parametar Mjerna jedinica Vodovodna voda Sirova morska voda Klorirana morska voda
Temperature zraka °C 28,0 26,5 24,0
Temperature uzorka °C 18,0 24,7 32,0
Slobodni klor mg/L 0,05 ND 1,05
Boja °Pt/Co <5 <5 <5
Mutnoca NTU 206 0,28 0,20
pH pH 82 7,6 7,1
Vodljivost uS/cm 398 52400 52900
Utrosak KMnO4 mg/L 02 0,58 0,75 0,7
Trihalometani ua/L ND ND 95
Salinitet psu ND 36 35
ND - nije detektirano
vodi utjeCu na prezivljavanje legionela, odredivan je b = o =
ukupni broj aerobnih mezofilnih bakterija uzgajanih na
22+2 i 35+2 °C. Nakon inkubacije 48 - 72 sata na 22+2 = : = ) =
i 35,2 °C otitani su rezultati ukupnog broja bakterija = - — i |
na kvas¢evom agaru. U tablici 3 prikazani su rezultati
navedene analize.
Tablica 3: Mikrobioloski parametri uzoraka pitke i morske vode
UBK (22 °C)/ UBK (35 °C)/
Uzorak
CFU/mL CFU/mL B = T —_
Vodovodna voda 10 3
Sirova morska voda 7 7
Klorirana morska voda 4 0

Iz prikazane tablice 3 vidljivo je da uzorci sirove
morske, vodovodne i klorirane bazenske vode nisu bili
prethodno optereceni mikrobioloskim oneciSé¢enjem iako
je detektirana prisutnost bakterija. U sirovoj morskoj
vodi je dokazano 7 CFU/mL kultiviranih na 22 °C, dok
je u vodovodnoj vodi dokazano 10 CFU/mL. Naime,
sirovi uzorak mora je uzet s obale otoka Mali LoSinj na
nenaseljenom podrucju kako bi izbjegli utjecaj organskog
onedid¢enja na prezivljavanje legionela.

Zatim se ispitivalo preZivljavanje oba soja legionela,
L. pneumophila ATCC BAA-74 i L. pneumophila ST8, u
sirovim i filtriranim uzorcima morske i vodovodne vode.
Pocetna doza bakterija s kojom je zapoceto istrazivanje
jest 10° bakterija, a uzorci su se inkubirali na 35¢2 °C.
Istrazivanje je provodeno 30 dana. Na slici 1 prikazane
su krivulje prezivljavanja L. pneumophila ATCC BAA-74
i L. pneumophila ST82 u sirovim i filtriranim uzorcima
morske i deklorirane vodovodne vode.

Slika 1: Krivulja prezivljavanja L. pneumophila ATCC BAA-74 i L. pneumophila
ST82 u siro-vim (A) i filtriranim (B) uzorcima morske vode i deklorirane
vodovodne vode. Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti
broja CFU/mL £ SD. Kratice oznacavaju sirovu vodovodnu vodu (SVV), sirovu
morsku vodu (SMV), te filtriranu morsku vodu (FMV) i filtri-ranu vodovodnu
vodu (FVV).

U sirovoj morskoj vodi nakon 24-satne inkubacije
inhibiran je rast 57,3 % bakterija, dok je 10. dan
inhibicija iznosila 91,5 %, odnosno broj bakterija je pao
za 1 logaritamsku jedinicu. 30. dan inkubacije u sirovoj
morskoj vodi je izolirano 4,0x10* CFU/mL, odnosno doslo
je do redukcije za 1,96 logaritamske jedinice. U sirovoj
dekloriranoj vodovodnoj vodi ATCC BAA-74 soj dobro
prezivljava i 30. dan je izolirano 3,0x10° CFU/mL, odnosno
doslo je do redukcije za 0,5 logaritamske jedinice.

Izolat iz morske vode, L. pneumophila ST82 dobro
prezivljava u sirovoj morskoj vodi te je 30. dan dokazano

Hrvatske vode | 29 (2021) | 116 | 75-82
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1,2x108 CFU/mL. U sirovoj dekloriranoj vodovodnoj vodi
25. dan zabiljeZzena je 24,1 % inhibicija, a 30.dan 60 %
inhibicija i broj bakterija se snizio za 0,9 logaritamske
jedinice.

U filtriranoj morskoj vodi ATCC BAA-74 soj L.
pneumophila ve¢ nakon 24-satne inkubacije dolazi do
73 % inhibicije, 15. dan 99,91 % inhibicije te 20. dan
99,99 % inhibicije. 20. dan dokazano je 6,7x10? CFU/mL,
Sto ukazuje na inhibiciju za 4,3 logaritamske jedinice.
Nakon 25. dana kultivabilne bakterije nisu dokazane
u uzorcima. U filtriranoj dekloriranoj vodovodnoj vodi
ATCC BAA-74 soj je inhibiran za 58,2 % odnosno 0,38
logaritamske jedinice 7. dan inkubacije. Na 30. dan
inkubacije izolirano je 1,8x10* CFU/mL, odnosno do3lo je
do 98,2 9% inhibicije.

L. pneumophila ST82 wu filtriranoj morskoj vodi
prezivljava 30 dana kada je zabiljezeno 2,17x10* CFU/
mL, odnosno doslo je do 98,4 % inhibicije. Do pada broja
bakterija dolazi 15. dan za 27 % te 20. dan za 48 % u
odnosu na pocetni broj bakterija. U filtriranoj dekloriranoj
vodovodnoj vodi dolazi do pada broja bakterija nakon
5. dana, kada je zabiljeZzena 57 % inhibicija. 30. dan je
dokazano 2,2x10* CFU/mL, odnosno doslo je do redukcije
za 1,66 logaritamske jedinice.

Iz navedenih rezultata moze se zakljuCiti da L.
pneumophila ATCC BAA-74 losije prezivljava u morskoj
vodi, $to je izrazenije u filtriranoj morskoj vodi. Izolat iz
mora, L. pneumophila ST82 duze prezivljava u morskoj
vodi i na prezivljavanje isto tako utjece mikrobiota
morske vode, budu¢i da pad broja bakterija biljezimo
nakon 20. dana inkubacije. U dekloriranoj vodovodnoj
vodi mikrobiota vode utjee na prezivljavanje oba
soja L pneumophila. O utjecaju mikrobiote voda na
prezivljavanje legionela nema puno podataka u literaturi.
Jedno od objasnjenja boljeg prezivljavanja legionela uz
mikrobiotu je da su ove bakterije u nekom metabolicki
povezanom odnosu. Drugo objasnjenje je da ugibanjem
bakterija prisutnih u morskoj vodi, iste postaju hrana
legionelama. Daljnja istrazivanja u smjeru ispitivanja
odnosa razli¢itih vrsta bakterija u vodenim sustavima su
nuzna.

Vrlo Cesta praksa u bazenima s morskom vodom
je nadopunjavanje s vodovodnom vodom. lako nije
prikazano u rezultatima, razrjedivanje klorirane morske
vode s kloriranom vodovodnom vodom dovelo je do brze
i efikasne inhibicije obje vrste legionela unutar sata.
Medutim, buduci da je tijekom incidenta kada je izolirana
L. pneumophila ST82 iz bazena s morskom vodom, nivo
vode odrzavan vodovodnom vodom iz slavine koja
se rijetko koristi, odlucili smo kloriranu morsku vodu
razrijediti dekloriranom vodovodnom vodom. Na slici
2 prikazane su krivulje prezivljavanja L. pneumophila
ATCC BAA-74 (A) i L. pneumophila ST82 (B) u kloriranim
uzorcima morske vode i razrjedenjima klorirane morske
vode s nekloriranom vodovodnom vodom.

Iz grafikona se vidi da obje vrste legionela unutar
24 sata ugibaju u kloriranim uzorcima morske vode
kao i u uzorcima klorirane morske vode razrijedene s
nekloriranom vodovodnom vodom u omjeru 1 :5i1:10
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Slika 2:Krivulja prezivljavanja L. pneumophila ATCCBAA-74 (A) i L.pneumophila
ST82 (B) u kloriranim uzorcima morske vode (KMV) i razrjedenjima klorirane
morske vode s dekloriranom vodovodnom vodom R 1:1,R1:5iR1:10.
Rezultati su prikazani kao logaritam srednje vrijednosti broja CFU/mL + SD.

(99,99 %). Kada je uzorak klorirane morske vode razrijeden
u omjeru 1 : 1, obje vrste legionela su duze preZivljavale.
L. pneumophila ATCC BAA-74 je prezivljavala do 30.
dana, kada nije dokazan porast kultivabilnih bakterija.
Izolat iz morske vode je duze prezivio u razrjedenjima
klorirane morske vode 1 :5i 1 : 1. Kod razrjedenja 1 : 5
bakterije su dokazane i 5. dan inkubacije 8,2x10* CFUmL.
U uzorku morske vode razrijedenim 1 : 1, kultivabilne
bakterije su dokazane i 30. dan inkubacije (1,0x10% CFU/
mL). Navedeno ukazuje na potrebu pisanja smjernica za
odrZzavanje bazena sa morskom ili bo¢atom vodom budu¢i
da razli¢iti faktori mogu dovesti do kontaminacije ovih
voda s legionelama, no i drugih bakterija koje pripadaju
skupini oportunisti¢kih patogena vodovodnih sustava.
U ovu skupinu ubrajamo bakterije roda Pseudomonas,
netuberkulozne mikrobakterije (Mycobacterium avium
grupu), Stenotrophomonas i ostale bakterije (Falkinham
i dr. 2015.). Ova skupina bakterija, osim $to pokazuje
izvanredne adaptacijske sposobnosti u vodovodnom
sustavu pokazuju otpornost prema klorinaciji i povisenoj
temperaturi, Sto predstavija sve veéi javnozdravstveni
problem. Jedan od nacina kako prezZivljavaju uvjete
u vodovodnim sustavima je stvaranje biofilma i to
mjeSovitog biofilma o ¢emu nema puno saznanja u
literaturi (Falkinham 2015; Cullom i dr. 2020). Nadalje,
ostaje upitno kako se legionela i ostale bakterije iz ove
skupine oportunisti¢kih patogena ponasaju u sustavima
s morskom vodom.
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Slika 3: Vijabilnost L. pneumophila ATCC BAA-74 i L. pneumophila ST82
nakon 20 dana u sirovoj morskoj vodi (SMV) i filtriranoj morskoj vodi
(FMV). Kontrolu predstavljaju bakterije u sterilnoj vodovodnoj vodi (SVV).
Bakterije su obojene DeadLive bojenjem kojim se mrtve stanice boje crveno
(propidijum jodid), a Zive zeleno (SYTO-9). Preparat je mikroskopiran
na epifluorescentnom mikroskopom pod povecanjem od 1000 x. Skala
oznacava 50pm.

L. p ATCC BAA-T4

Lp 8TRZ

Jedan od vaznijih problema je Sto ove bakterije vrlo
brzo prelaze u vijabilne nekultivabilne oblike (VBNC,
Viable but nonculturable). VBNC oblike bakterija ne
mozemo standardnim metodama detekcije dokazati te
prolaze ispod radara.

Kako bi prikazali vijabilnost L. pneumophila ATCC
BAA-74 i L. pneumophila ST82 nakon 20 dana u sirovoj
morskoj vodi uzorci su obojeni propidijum jodidom (PI) i
SYTO-9 fluoresentnim bojama i prikazani na slici 3.

Iz slike 3 se vidi da u sirovoj morskoj vodi 20. dan
dominiraju zeleno obojene, odnosno vijabilne bakterije.
Uz legionele u sirovoj morskoj vodi se nalaze i bakterije
iz mora. Navedeni rezultat odgovara broju legionela u
sirovoj morskoj vodi nakon 20 dana. Razlika izmedu dva
soja L. pneumophila je uodljiva u uzorcima filtrirane
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LEGIONELLAE SURVIVAL IN SEAWATER

Abstract. Legionellae primarily appear in water environments, mostly artificially created, such as warm water
systems, Jacuzzis, recreation pools, air conditioning systems, etc. It is well known that legionellae survive in freshwater
systems; however, their survival in water with high salt concentrations has not been researched in detail. In vitro tests
in this study examined the survival of Legionella in samples of seawater, potable water and chlorinated water from
a saltwater pool. We used two bacterial strains - Legionella pneumophila ATCC BAA-74 as the clinical isolate and
Legionella pneumophila ST82 isolated from the saltwater pool.

Both bacteria survive over 30 days in raw seawater and potable water. In filtered seawater, L. pneumophila
strain ST82 survives over 30 days, whereas L. pneumophila ATCC BAA-74 dies within 25 days. An important factor
for the survival of both strains isa dilution of chlorinated seawater with non-chlorinated potable water. Our results
indicate that a constant control and adherence to water managing protocols are essential in hotel systems, and that
additional protocols for saltwater pools are necessary. Only adequate hygiene and monitoring processes can lead to
a significant risk reduction of the occurrence and spread of Legionnaires' disease.

Key words: Legionella pneumophilla, seawater, bacterial survival

UBERLEBEN VON LEGIONELLEN IM MEERWASSER

Zusammenfassung. Legionellen kommen vor allem in kinstlichen Wasserumgebungen vor, z.B. in
Warmwasseranlagen, Jacuzzis, Schwimmbdader, Klimaanlagen u a. Es ist auch gut bekannt, dass Legionellen in
StiBwassersystemen vorkommen;ihr Uberleben in der Umgebung mit hohen Salzkonzentrationen ist allerdings
bisher nicht niher untersucht worden. In dieser Studie wurde anhand von In-vitro-Untersuchungen das Uberleben
von Legionellen in Proben von Meerwasser, Leitungswasser und gechlortemWasser aus dem Meerschwimmbad
gepriift. Zwei Bakterienstimme wurden verwendet, Legionella pneumophila ATCC BAA-74 als klinisches Isolat und
Legionella pneumophila ST82, deraus dem Meerschwimmbadwasserisoliert wurde. In unbehandeltem Meerwasser
sowie im Leitungswasser liberleben die beiden Bakterienarten tber 30 Tage. Im filtrierten Meerwasser liberlebt L.
pneumophila ST82 (Serotyp 1) iiber 30 Tage, wihrend L. pneumophila ATCC BAA-74 innerhalb 25 Tage abstirbt.
Ein wichtiger Uberlebensfaktor bei beiden Bakterienstimmen ist die Verdiinnung des Meerwassers mit nicht
gechlortem Leitungswassers. Die Ergebnisse zeigen, dass eine standige Kontrolle und Durchfiihrung des Protokollsfiir
Wasserqualitat in Hotels notwendig sind, und dass zusatzliche Protokolle fiir Meerwasserschwimmbader eingefiihrt
werden sollen. Nur mit der Durchfiihrung entsprechender HygienemaBnahmen und Uberwachungsprozesse lasst sich
das Risiko einer Legionellose verringern.

Schliisselwdrter: Legionella pneumophila, Meerwasser, Uberleben von Bakterien
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