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SAZETAK

Legionella pneumophila ubikvitarna je molekula kojoj vodovodna mreza, bazeni, sustavi za
grijanje, kondicioniranje i ventilaciju zraka predstavljaju povoljna staniSta za rast i razvoj te su
kljuéna izvorista infekcije. Siri se aerosolom te uzrokujuéi legionarsku bolesti i pontijacku
groznicu predstavlja znatan javnozdravstveni problem. Njezina tvorba biofilma i moguénost
reprodukcije unutar protozoa pruzaju joj zastitu i otpornost na dezinfekcijska sredstva. Svrha
provedenog istrazivanje je prikazati utjecaj ozona na L. pneumophila. Koristene su tri razlicite
vrste materijala na kojima se kultivirao biofilm ukljucujuéi polistiren, inox metal i keramicke
plocice. Dodatno, utjecaj ozona na formaciju biofilma na polistirenu promatran je uz prisutnost
bujona koji je obogacen L-cisteinom i zeljezo (111) nitratom. Posljednje, utjecaj ozona ispitao

se na slobodnim bakterijama L. pneumophila u vodi.

Kultivacija biofilma za svaki pojedini materijal odradena je tijekom 24h i 5 dana. Nacin tretman
za oba vremenska perioda je jednak. Materijali su isprani sa primjerenom otopinom i stavljeni
na suSenje u periodu od 5 minuta. Zatim su izloZeni ozonu kojeg je ozonizator upuhivao 38s
tijekom sat vremena. Potom su tretirani u ultrazvu¢noj kupelji 1 minutu te je zatim radena serija
deseterostrukih razrjedenja. Nakon nasadivanja na BCYE agar i kultivacije na (35+1)°C
tijekom 4 dana brojanjem kolonija odreden je CFU/mL. Jedino su slobodne bakterije u vodi
odmah pri pripremi suspenzije tretirane ozonom bez prethodne 24-satne ili petodnevne
kultivacije biofilma. Za svaki tretirani materijal i slobodne planktonske bakterije usporedno je

pripremljen kontrolni uzorak koji je podlegnut jednakom tretmanu, izuzev ozonizacije.

Inhibitorno djelovanje ozona dokazano je na polistirenu, inoks metalu i keramic¢kim plo¢icama.
Nakon tretmana i inkubacije agara nije uo¢en porast bakterija te zakljucujemo da je djelovanje
ozona bilo sa 100%-tnom ucinkovitosti. Na slobodne planktonske bakterije L. pneumophile
ozon nije imao oc¢ekivani ucinak te je njegovo djelovanje bilo zanemarivo. Ozon takoder nije

sprijecio formaciju biofilma u bujonu obogacenog L-cisteinom i zeljezo (I11) nitratom.

Kljucne rijeci: Legionella pneumophila, biofilm, ozon



SUMMARY

Legionella pneumophila is an ubiquitous molecule to which the water supply network,
swimming pools, heating, air conditioning and ventilation systems represent favorable
conditions for growth and development and are key sources of infection. It is spread by aerosol
and, causing Legionnaires' disease and Pontiac fever, represents a significant public health
problem. Its biofilm formation and the ability to reproduce within protozoa provide protection
and resistance to disinfectants. The purpose of the conducted research is to show the impact of
ozone on L. pneumophila. Three different types of biofilm cultivation materials were used
including polystyrene, stainless steel and ceramic tiles. Additionally, the effect of ozone on the
formation of biofilm on polystyrene was observed in the presence of broth enriched with L-
cysteine and iron (Il1) nitrate. Finally, the impact of ozone was tested on free bacteria L.

pneumophila in water.

Biofilm cultivation for each individual material was carried out over 24 hours and 5 days. The
method of treatment for both time periods is the same. The materials were washed with an
appropriate solution and left to dry for 5 minutes. Then they are exposed to ozone, which was
blown by the ozonizer for 38 seconds for an hour. They were then treated in an ultrasonic bath
for 1 minute and then a series of tenfold dilutions was made. After inoculation on BCYE agar
and cultivation at (35+1)°C for 4 days, CFU/mL was determined by colony counting. Only free
planktonic bacteria were treated with ozone immediately before preparation of the suspension
without prior 24-hour or five-day biofilm cultivation. For each treated material and free
planktonic bacteria, a control sample subjected to the same treatment, with the exception of

ozonation, was comparatively prepared.

The inhibitory effect of ozone has been proven on polystyrene, stainless steel and ceramic tiles.
After the treatment and incubation of the agar, no growth of bacteria was observed, and we
conclude that the effect of ozone was 100% effective. Ozone did not have the expected effect
on the free planktonic bacteria L. pneumophile and its effect was negligible. Ozone also did not
prevent biofilm formation in broth enriched with L-cysteine and iron (l111) nitrate.

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

1.1 Legionela spp.

Porodica Legionellaceae, to¢nije rod Legionella obuhvaca ubikvitarne bakterije koje optimalno
obitavaju u vodenim sustavima ili vlaznoj zemlji. Kretanje joj omogucéava posjedovanje jedne
do dvije flagele, a tijelo oblozeno pilima pruza bakterijama ¢vrstu adherenciju na povrsine. Ove
aerobne, gram-negativne bakterije na razini cijele porodice karakterizira potreba za L-
cisteinom i zeljeznim solima ¢ije su im nutritivne vrijednosti od Zivotne vaznosti. Bakterije su
nesporogene te su zaStitu od nepovoljnih uvjeta osigurale sposobnoséu naseljavanja i
razmnozavanja unutar protozoa i biofilma. U okolisu lako prezivljavaju i razmnozavaju se, ali
zbog navedenih nutritivnih potreba kultivacija u kontroliranim uvjetima poput laboratorija je
zahtjevnija nego kod ostalih bakterija. Koristi se BCYE agar (eng. Buffered charcoal yeast
extract agar) s kvas¢evim ekstraktom i aktivnim ugljenom. Agar sadrzi L-cistein, a kao izvori
energije takoder su prisutni serin i treonin. Aktivni ugljen bitan je za detoksikaciju tvari nastalih
razgradnjom masnih kiselina i radikala kisika, a ujedno sprjeava oksidaciju cisteina. Kvasc¢ev
ekstrakt sadrzavajuéi purinske i pirimidinske derivate osigurava glavninu nutrijenata. Bakterije
rastu u malim, okruglim, glatkim i bijelim kolonijama koje su na agaru vidljive nakon 4-5 dana.
Uzgajaju se u inkubatorima na optimalnoj temperaturi rasta od 37°C iako je raspon temperature
u okoliSnim uvjetima ve¢i te obuhvaca temperature od 25-45°C. Iako je preZivljavanje izvan
navedenih temperaturnih granica moguce, bakterije se ne¢e razmnozavati. Oportunisticki su

patogeni vodoopskrbnih sustava §to predstavlja zdravstveni rizik za covjeka. (1)

Slika 1. Kultivacija L. pneumophila na BCYE agaru



Legionella je izvan znanstvenog konteksta najpoznatija po svojoj patogenezi, stanjima poput
legionarske bolesti i pontijacke groznice. Od dosad otkrivenih pedeset vrsta njih dvadeset
potencijalno uzrokuje infekcije kod covjeka. Za 90% humanih infekcija odgovorna je L.

pneumophila, a prema ucestalosti slijede L. micdadei i L. bozemanii. (1)

Izvor infekcije najcesce su klima uredaji, rashladni tornjevi, tusevi, ovlazivaci zraka i drugi
sustavi za distribuciju vode. Prijenos se odvija putem kontaminiranog aerosola to jest udisanjem
istog ili aspiracijom kontaminirane vode. Direktna konzumacija kontaminirane vode ili kontakt
sa oboljelom osobom ne predstavljaju izvore infekcije. Zdravstveno stanje zarazene osobe i

infektivna doza uvelike odreduju oblik i razvoj same bolesti.

Osim navedenih vodenih izvora kontaminacije, jedan od izvora je i vlazna zemlja u kojoj
obitava L. longbeache, iako uzrokuje 1% sveukupnih infekcija, najc¢es¢i je uzrok na podrucju

Australije i Novog Zelanda sa prevalencijom od 60%. (2)

1.1.1 Patogeneza

Uz ve¢ spomenuta vodena podruc¢ja L. pneumophila obitava i u antropogenim vodenim
sustavima koja predstavljaju kriticnu to¢ku za pojavu oportunistickih infekcija. U takvim
podru¢jima dolazi do formacije biofilma, zajednice mikroorganizama, medu kojima su i
patogene vrste roda Legionella. Upravo je prevencija formacije biofilma kritiéna mjera jer je
takvu zajednicu mikroorganizama teSko eliminirati. Faktori koji povecavaju rizik formacije
biofilma su nutrijenti iz vode, stagnacija vode u cijevima ili slabiji protok vode. Ovakvi uvijeti

najcesce nastaju u hotelima koji rade sezonski ¢iji vodeni sustavi osiguravaju pogodno staniste

za formaciju biofilma. (3)

Izvor vecine infekcija pronalazi se u sustavima ¢ija je temperatura veca od temperature okolisa.
Rashladni tornjevi, vruée masazne kade, bazeni i klima uredaji glavni su izvor bakterija koje

zatim Sireci se aerosolom, zrakom, ulaze u respiratorni sustav ¢ovjeka i uzrokuju infekciju.

Put bakterije nakon ulaska u ¢ovjeka usporeden je s njithovim nafinom razmnoZavanja u
amebama. Naime, bakterije koloniziraju stanicne, alveolarne, makrofage te se oko bakterije
formira fagosom, vezikula koja se stvara oko Cestice unesene fagocitozom. Formirani fagosom
prekriven je glatkom ovojnicom koja potjece s endoplazmatskog retikuluma stanice domacine.

Na taj nacin bakterije se $tite od imunoloskog sustava stanice domacina i razmnozavaju se kako



bi nakon puknucéa stanice, uslijed povecanog broja razmnozenih bakterija, oslobodene

bakterijske stanice inficirale preostale stanice domacina. (3)
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Slika 2. Put ulaska bakterije u stanicu, razmnoZzavanje i put izlaska iz stanice

Preuzeto sa: Legionella - microbewiki (kenyon.edu)

1.1.2 Kliniéka slika

Legioneloza je naziv koji obuhvaca sve infekcije uzrokovane Legionellama, a potjece od
epidemije koja je zadesila americke legionare 1976. godine u Philadelphiji te kod preko 200
prisutnih uzrokovala pneumoniju. Biopsijom plu¢nog tkiva preminulih legionara izolirana je
gram-negativna bakterija koja je prema spomenutoj epidemiji nazvana Legionella, a bolest koju
uzrokuje infekcija bakterijom legionarska bolest. Proucavajuéi bakteriju i njene simptome
uspostavilo se da je do epidemija ve¢ dolazilo u proSlosti, to¢nije obuhvatila je psihijatrijsku
bolnicu u Washingtonu i zdravstvenu ustanovu u Pontiac-u deset godina prije. (4) Zanimljivo,
ljudi zarazeni u Pontiac-u nisu pokazivali znakove pneumonije ve¢ samo povisene tjelesne
temperature te su takvi simptomi obiljeZzeni kao lakSi oblik infekcije jo§ zvan pontijacka

groznica.


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Legionella

Dva navedena oblika infekcija predstavljaju dvije razli¢ite klinicke slike do kojih dolazi nakon
infekcije Legionellom. Glavna razlika je u tezini simptoma, tako legionarska bolest uz prisustvo
pneumonije 1 duzeg inkubacijskog perioda predstavlja tezi oblik bolesti dok pontijacku
groznicu izostankom pneumonije i kra¢im inkubacijskim razdobljem svrstavamo pod lakse

klini¢ke oblike bolesti.

Period inkubacije pontijacke groznice je jedan do dva dana, a bolest karakterizira poviSena
temperatura, bolovi u misi¢ima, glavobolja, a kod pojedinaca se mogu javiti i probavne tegobe.
Upala pluca se ne razvija kod ovog oblika infekcije. Prema simptomima, pontijacka groznica,

uvelike nalikuje gripi te se upravo zato Cesto tretira kao gripa i prolazi neidentificirano. (5)

Legionarska bolest podrazumijeva atipi¢nu pnemoniju koja moze varirati od srednje upale sve
do teske pneumonije koja zahtijeva hospitalizaciju. Simptomi se po¢nu javljati nakon dva do
Cetrnaest dana inkubacije. Simptomi su brojniji te obuhvadaju; pneumoniju, povisenu
temperaturu, kasalj, zimicu, neuroloske simptome, bolove u prsima, mucninu i povracanje.
Oporavak je dugotrajan te brojni pacijenti nakon ozdravljenja i dalje pokazuju znakove

iscrpljenosti, neuroloskih i neuromuskulatornih smetnji. (5)

1.1.3. Epidemiologija

Legionella infekcije pokazuju sezonsku pojavnost, ve¢u incidenciju ljeti i u ranu jesen te
takoder kasno proljece na podrucju Australije i Novog Zelanda Sto se povezuje sa specificnom
pojavom L. longbeache. U ljethom vremenskom periodu povisene su temperature zraka i

relativna vlaznost zraka §to predstavlja idealne uvjete za rast 1 razmnoZzavanje bakterija. (6)

Bolest se prikazala iznimno rijetkom kod djece, a raspodjela s obzirom na spol kod odrasli je
podjednaka. Rizi¢ne skupine predstavljaju pusaci, imunokompromitirani te dijabeticari.(6)
Najvec¢a incidencija prisutna je kod putnika s naglaskom na kruzere koji predstavljaju

neposrednu opasnost za veliku koncentraciju ljudi na malom podrucju. (7)

U Hrvatskoj se, u pravilu, legioneloze pojavljuju sporadi¢no, rijetko u obliku epidemija
zahvaljuju¢i pouzdanim protuepidemijskim mjerama koje se provode, a u nadleZnosti su
epidemioloskih odjela Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo i zupanijskih zavoda za javno

zdravstvo. Prijavljeni slucajevi na godiSnjoj razini ne prelaze 50 oboljelih. (8)
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1.1.4. Prevencija

Bolesti uzrokovane rodom Legionella smatraju se generalno preventivnim uz pravilnu i
pravovremenu primjenu mjera za kontrolu i suzbijanje. Propisivanjem mjera i naputaka u borbi
protiv infekcija bavi se Hrvatski zavod za javno zdravstvo. Dva kriticna faktora koji
predstavljaju pogodne uvjete za razvoj i razmnozavanje bakterija su prigodna, odgovarajuca

temperatura i stagnacija vode.

Glavni nacin prevencije jest onemogucavanje razvitka spomenutih pogodnih uvjeta. Zato su
ustanovljena pravila za odrzavanje vode odgovarajuce temperature to jest da temperatura tople
vode ne smije biti niza od 50°C te jednako tome temperatura hladne vode ne smije biti visa od
20°C. Osiguravanje redovitog protoka vode kroz cijevi i redovito ¢iS¢enje mrezica na slavinama
1 rozeta na tuSevima osnovne su mjere koje onemogucavaju formaciju biofilma. Takoder,
redovito higijensko odrzavanje sustava baziranih na vodi, posebice klima uredaja, smanjuje

rizik od infekcije.

Veliki kompleksi poput hotela koji rade sezonski predstavljaju svojevrsnu opasnost od izbijanja
infekcije radi duze stagnacije vode u cijevima. Skladno tome prije otvorenja takvih kompleksa

provodi se pasterizacija pri temperaturi od 70-90°C ili hiperklorinacija vode. (9)

1.2 Biofilm

Bakterije se u prirodi mogu kretati slobodno kao pojedinacne stanice putujuci kroz tekuc¢i medij.
Tada su one klasificirane kao planktonski organizmi, ali takoder mogu biti organizirane u
sesilne zajednice — biofilm. Biofilm je jednostavno reeno zajednica bakterija, algi, protozoa i
drugih mikroorganizama medusobno vezanih izvanstani¢nim matriksom na povrsini materijala.

Biofilm se moZe javiti na svakoj granici vode i1 zraka adhezijom mikroorganizama na materijal.
1)
Formacija biofilma sastoji se od 4 specifi¢na stadija:

1. Inicijalno pri¢vrs¢ivanje mikroorganizama na povrsinu
2. Formacija mikrokolonija

3. Sazrijevanje biofilma
4

Sirenje zrelih stanica biofilma



Formiranje biofilma zahtjeva od bakterija produkciju adhezina i izvanstani¢nog matriksa koji
ih medusobno povezuju unutar biofilma, omoguéavaju komunikaciju izmedu stanica i sluze kao

zastita. (10)

Dostupnost hranjivih tvari, temperatura, pH i1 brojni drugi ¢imbenici diktiraju hoce li se i koje
vrste bakterija vezati za povrSinu. Na primjer, L. pneumophila ¢e biofilm formirati u vecini
uvjeta, dok ¢e E. coli formaciju biofilma vrSiti u trenutku nedostatka hranjivih tvari kako bi
osigurala svoj opstanak. Osim nedostatka nutrijenata bakterije mogu formirati biofilm radi

povecanja svoje mikrobne otpornosti. (11,12)

1.1.1 Formacija biofilma

Prianjanje bakterija na povrsinu moze se podijeliti u dvije faze; reverzibilnu i ireverzibilnu.
Hoce li bakterija inicijalno prionuti uz povrsinu ovisi o ve¢ navedenim nutrijentima to jest
nedostatku istih, temperaturi, pH. Bakterije izlu¢uju adhezin kako bi se vezale za povrsinu i
medusobno za druge bakterije. Ovakva vrsta veze izmedu bakterije 1 povrSine je reverzibilna
no vezanje za druge bakterije pomoc¢u adhezivnih organela poput flagela 1 pila naziva se

ireverzibilno vezanje jer iz takve zajednice bakterija vise ne moze izaci. (12)

Nakon kontakta bakterijskih stanica dolazi do promjene u genskoj ekspresiji i proizvodnje
izvanstani¢nog matriksa koji imobilizira i povezuje stanice unutar biofilma. Matriks sadrzi
polisaharide, proteine, nukleinske kiseline i lipide koji su klju¢ni za odrzavanje strukture i
normalne funkcije biofilma. Strukturni proteini stabiliziraju strukturu biofilma dok enzimi

razgradujuci polisaharide oslobadaju potrebnu energiju. (12)

Tijekom sazrijevanja biofilma dolazi do konstantne promjene u njegovoj strukturi, a samim

time u ekspresiji gena bakterija koje su podlozene stalnoj redistribuciji.

Bakterije se planktonskom nacinu Zivota vrac¢aju radi ponovne uspostave povoljnih uvjeta. Da
bi stanice bile u moguénosti napustit biofilma izvanstani¢ni matriks se mora razgraditi Sto se

postiZe lu€enje enzima.



1.2.2 Detekcija kvoruma

Detekcija kvoruma (eng. quorum sensing) oblik je komunikacije izmedu stanica i omogucava
im odrzavanje viSestani¢ne zajednice koju tvore unutar biofilma.(1) Komunikacija se odvija
otpustanjem malih signalnih molekula koje su specificne za gram-negativne i gram-pozitivne
bakterije. Medijatori komunikacije gram-negativnih bakterija su signalne molekule N-acil-
homoserinski laktoni (AHL) dok kod gram-pozitivnih istu funkciju obavljaju mali ili
modificirani peptidi. Pojedina¢ne signalne molekule sluze kao komunikatori i gram-negativnih

I gram-pozitivnih bakterija.(12)

Otpustene signalne molekule vezu se na receptor te na taj nacin induciraju ili represiraju
ekspresiju ciljanog gena bakterije. Komunikacija bakterija unutar biofilma omogucava
regulaciju ekspresije gena, izlu¢ivanje virulentnih faktora, formaciju biofilma, antimikrobnu
rezistenciju i brojne druge funkcije bez kojih opstanak biofilma kao zajednice ne bi bio moguc.
(12)
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Slika 3. Detekcija kvoruma. Vezanje signalnih molekula na receptor i genska ekspresija unutar

biofilma. Preuzeto sa:(Biofilm formation mechanisms and targets for developing antibiofilm agents -
PubMed (nih.gov))


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25875875/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25875875/

1.2.3 Legionella i biofilm

Tijekom uzorkovanja vodenih sustava na prisutnost bakterija roda Legionella veca je
vjerojatnost pronalaska bakterija unutar biofilma nego njihova prisutnost kao slobodnih
planktonskih bakterija. Kao dio biofilma bakterije se odupiru protoku vode te si na taj nacin

omogucavaju kolonizaciju, a ujedno i hranjive tvari potrebne za razmnozavanje. (6)

Mogucnost vezanja L. pneumophila i njezina formacija biofilma ovisi o nekoliko faktora. Prvi
klju¢ni faktor je povrsina materijala. Razli¢iti materijali inhibiraju vezanje bakterija na njihovu
povrsinu, poput bakra, dok neke vrste plastike koje se koriste za izradu vodovodnih cijevi
pozitivno djeluju na adherenciju. Prisutnost minerala, posebice kalcija i magnezija, takoder
pozitivno djeluje na vezanje bakterija za povrsinu. Povecanje razine cinka i mangana pozitivno
se povezuje s razvojem biofilma, a cink povecava sposobnost vezanja bakterija na stanice
domacina poput ljudski epitelnih stanica te jednako tome i vezanje za materijale. (13) Zeljezo,
esencijalni nutrijent potreban za rast i replikaciju, u visokim koncentracijama djeluje
inhibitorno na formaciju biofilma no za koriStenje u antropogenim vodenim sustavima njegove
se koncentracije trebaju strogo kontrolirati radi opasnosti od produkcije reaktivnih oblika
Kisika.(14)

Temperatura takoder predstavlja bitan faktor, njezina razina iznad 55°C onemogucava
razmnozavanje bakterija, a nakon 64°C dolazi do potpune eliminacije. Osim na koli¢inu i
stupanj prianjanja, temperatura utjece i na oblik biofilma. Pri temperaturi od 25°C bakterije
formiraju biofilm sa vodenim kanalima koji oblikom oponasa gljive. Na temperaturi od 37°C
biofilm je deblji i vodeni kanali nisu prisutni. Uz navedeno, statican protok vode ili potpuni

izostanak istog osiguravaju idealne uvjete za kolonizaciju bakterija. (13)

Takoder, vitalan utjecaj predstavlja i suzivot s drugim mikroorganizmima unutar biofilma. U in
vitro uvjetima bakterije produciraju biofilm koji se sastoji samo od jedne vrste dok u okolisu
tvore biofilm sa viSe vrsta mikroorganizama. Od prisutnih mikroorganizama klju¢nu ulogu
predstavljaju protozoe unutar ¢ijih je stanica moguca replikacija. L. pneumophila moze
parazitirati unutar dvadeset vrsta ameba i jedne vrste sluzave plijesni. Replikacija unutar ameba
omogucava bakterijama povecanu proizvodnju polisaharida, a samim time i mogucnost
formiranja biofilma. Jedna od ameba koja je prisutna u biofilmu te omogucava razvoj
Legionella jest Acanthamoeba castellanii. Biofilm produciran uz prisutnost termostabilnih

ameba omogucuje bakterijama rezistenciju na tretmane toplinom kao S$to je postupak



pasterizacije. Sukladno tome, prisutnost protozoa u antropogenim izvorima vode predstavlja

zaStitnu nisu za bakterije 1 povecani rizik za izbijanje epidemije.(13)

Prisutnost drugih bakterijskih vrsta unutar biofilma razli¢ito djeluje na razmnoZzavanje, tako da
ga inhibira ili promovira. Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium spp. i Pseudomonas
fluorescens poticu rast L. pneumophila unutar istog biofilma sintetizirajuci tvari koje poticu
bolju adherenciju bakterija za biofilm i proizvode¢i molekule koje stimuliraju njezin rast.
Suprotno, Pseudomonas aeruginosa i Burkholderia cepacia djeluju antagonisti¢ki na njihov
razvoj kada se medusobno nadu unutar biofilma. Ako uz P. aeruginosa unutar biofilma
kolonizira i K. pneumoniae inhibitorni ucinak P. aeruginosa se umanjuje. Naime, K.
pneumoniae osigurava ¢imbenike rasta za L. pneumophila koji ujedno prigusuju inhibitorne
u¢inke P. aeruginosa. Ve¢ spomenuta, A. castellanii, takoder inhibitorno djeluje na P.
aeruginosa time §to je ulazak L. pneumophila u njihove stanice poveéan u trenutku prisutnosti
P. aeruginosa unutar biofilma. Na rast bakterija unutar biofilma ne utjeCe samo vrsta i broj

ostalih prisutnih mikroorganizama vec¢ i njihova medusobna interakcija. (14)

Osim istaknutih fizikalno-kemijskih parametara koji utje¢u na formaciju biofilma molekularni
¢imbenici vezani u L. pneumophila takoder izravno utjeu na proces. Protein bakterije sli¢an
kolagenu (Lcl — Legionella collagen-like protein) sluzi kao posrednik stvaranja biofilma
pomazuci adheziju na povrSinu materijala kao 1 na druge organizme. Pomocu pila koji se nalaze
na povrsini bakterije ona prianja na povrSinu materijala i na stanice protozoa. Eksperimentiranje
na genskoj razini, brisanje odredenih gena bakterije, rezultiralo je znacajnim smanjenjem

stvaranja biofilma. (13)

1.2 Ozon

Ozon (Oz3) predstavlja alotropsku modifikaciju kisika, a njegova molekula sastoji se od tri atoma
kisika. Ovaj plin plave boje i jakog neugodnog mirisa u prirodi se konstantno stvara u sloju
stratosfere te Zemlju svojom ulogom ozonskog omotaca $titi od Stetnog djelovanja
ultraljubicastog zracenja. UnatoC tome da zivot na Zemlji ne bi bio mogu¢ bez stratosferskog
ozona kao sastavni dio troposfere vrlo je nepozeljan. Ve¢ u malim koli¢ina djeluje nadrazujuce,
a pri velikim koncentracija izrazito je otrovan. Nakon fluora to je najjace oksidacijsko sredstvo
koje je u vodi izrazito nestabilna molekula i upravo to je razlog njegove velike reaktivnosti.

Posto je jaki oksidans ozon se koristi za dezinfekciju pitke vode, oksidaciju prisutne organske



tvari u vodi i za modifikaciju organoleptickih svojstava vode, uklanjanje neugodnih mirisa i
okusa. Uz navedeno, u prisutnosti ozona oksidiraju i mangan i zeljezo koji se mogu nalaziti u

nekondicioniranoj vodi za pice. (15)

Osim bakterija, saniraju¢i u¢inak pokazuje prema virusima, algama i protozoama. Djelovanje
ozona kao dezinfekcijskog sredstva temelji se na dva mehanizma. Prvi je odgovoran za
oksidaciju aminokiselina razli¢itih stani¢nih komponenti poput enzima i peptida te razgradnju
DNA. Drugi mehanizam podrazumijeva oksidiranje viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u
kisele perokside Sto dovodi do degradacije stani¢ne ovojnice. Djeluju¢i simultano ovi

mehanizmi ometaju rad stanice, tocnije bakterija i virusa. (16)

Ozon u vodenom okolisu moze tvoriti hidroksilne ione koji su jaki oksidansi. Vrijeme
poluraspada, kada prisutan u vodi, krec¢e se od nekoliko sekundi do nekoliko minuta i ovisno je
0 koncentraciji organskih i anorganskih tvari u vodi, temperaturi vode i pH vrijednosti. (16)
Unato¢ tome §to se pri niZim temperaturama topljivost ozona povecala, njegova efikasnost
pokazala se boljom pri vi§im temperaturama. Utjecaj pH na djelovanje ozona relativno je mali,
pri konstantnoj koncentraciji ozona i razli¢itim pH vrijednostima sposobnost inaktivacije
mikroorganizama ostala je priblizno jednaka. Brojnost i vrsta suspendiranih Cestica u vodi
takoder utjeCe na djelotvornost ozona. Organske tvari prisutne u vodi troSe ozon S Kojim
reagiraju te na taj nacin smanjuju koncentraciju ozona koji aktivho moze djelovati na
mikroorganizme. Osim svojstva vode, koncentracija ozona koja se primjenjuje isto je klju€an
¢imbenik pri dezinfekciji. Inicijalna koncentracija ozona vaznija je od kontaktnog vremena
posto se redukcija primijenjene koncentracije ne moze nadoknaditi duzim periodom izlozenosti.

(17,18)

Ozon se stvara u strukturiranim komorama koje sadrZze odvojene elektrode uslijed Cijeg se
naizmjeni¢nog elektricnog praznjenja, suhi i filtrirani kisik prisutan unutar komore transformira
u troatomnu molekulu ozona. Nakon postignutih uvjeta u komore se propusta voda za pice. U
vodi tijekom prolaska kroz komoru dolazi do inaktivacije virusa, razgradnje i oksidacije
organskih Cestica, uklanjanja mangana, zeljeza i fenola. Takoder, uklanja se boja, miris 1 okus
vode. Nema tvorbe dezinfekcijskih nusprodukata poput bromiranih trihalometana koji se mogu

javiti u slucaju dezinfekcije klorom. (18)
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Slika 4. Izgled komore za dezinfekciju vode ozonom. Prikaz elektroda ¢ije elektri¢no praznjenje uz
prisutnost plina kisika dovodi do stvaranja ozona. Nastali ozon djeluje na vodu koja se propusta kroz

komoru. Preuzeto sa; Case Study: Newport News Uses Emerson Ozone Instrumentation For Safe,

Effective Disinfection (wateronline.com)

Uz navedene blagodati dezinfekcije ozonom, problem predstavlja nedostatak rezidualnog
djelovanja. Radi toga, moze do¢i do naknadne kontaminacije vode tijekom prolaska kroz
vodovodnu mrezu te dezinfekcija koriste¢i ozon kao iskljucivo sredstvo ne moze garantirati
stopostotnu sigurnost vode kada stigne do potrosaca. Dezinfekciju ozonom zato mora pratiti
primjena klora radi njegovog rezidualnog djelovanja. Takoder, koristenje uredaja koji producira

ozon predstavlja veliki financijski troSak. (18)
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2 CILJ I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je istraziti utjecaj ozona na rast L. pneumophila, a posljedi¢no i njegov uc¢inak

kao dezinfekcijskog sredstva.

Utjecaj se promatrao na samim bakterijama u vodi, zatim na biofilmu koji se formirao 24h i 5

dana na trima razli¢itim materijalima; polistiren, nehrdajuci ¢elik (inox) i keramicke plocice.

Svi promatrani materijali bili su izlozeni jednakoj koli¢ini ozona koji se upuhivao 38s, a

materijali su bili izlozeni sat vremena.

Hipoteza ovog istrazivanja je da ozon na prisutne bakterije djeluje inhibitorno sprjecavajuéi
njihov rast, kako u Cistoj vodi bez prisutnosti biofilma tako i na navedenim materijalima uz

formirani biofilm.
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3 MATERIJALI I POSTUPCI

3.1 Materijali
3.1.1 Laboratorijski pribor i posude

= Plasti¢ne 1 staklene Petrijeve zdjelice
= Plasti¢ni L Stapi¢

= Plasticna mikrobioloska eza

= Epruvete

= Automatske pipete (10-1000uL, 20-200uL, 2-20ul)
= Multikanalna pipeta

= Nastavci za pipete

= Mikrotitarska plo¢a s jazicama

= 12-titarska ploc€ica za rast (12 well)

= Staklena laboratorijska ¢asa

= Plasti¢na Sprica (10mL)

= Parafilm

= Bunsenov plamenik

= Pinceta

= Inox metalne plocice

= Keramicke plocice

= BCYE agar

3.1.2. Laboratorijski uredaji

= Spektrofotometar
= Inkubator

= Ultrazvu¢na kupelj
= Ozonizator

=  Tresilica

3.1.3. Kemikalije i mikroorganizmi

= FizioloSka otopina
= Sterilna voda iz $pine

= Legionella pneumophila soj 130b
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3.2 Postupci

Koristena su tri razli¢ita materijala; polistiren, inoks metal i keramicke plocice. Takoder, ozon
se ispitivao i1 na slobodnim bakterijama u vodi i pripremljenom obogac¢enom bujonu. Za sve

navedene postupke i materijale koristena je bakterijska suspenzija 108 CFU/mL.

3.1 Priprema planktonskih legionela u vodovodnoj vodi

Epruveta koja sadrzi bakterijsku suspenziju, pripremljenu u sterilnoj vodi iz $pine, vorteksirana
je te je iz iste izdvajano po 200uL i prebaceno u jazice mikrotitarske plo¢ice. Plocica je zatim

postavljena u ozonizator koji upuhuje ozon 38s u periodu od sat vremena.

Slika 5. Ozonizator unutar kojeg su mikrotitarske ploc¢ice sa pripremljenim bakterijskim

suspenzijama

Nakon ozonizacije izradena je serija deseterostrukih razrjedenja pomoc¢u nove mikrotitarske
plocice. Uzeto je 200uL ozonizirane bakterijske suspenzije te je stavljeno u prvu jazicu
mikrotitarske ploCice. Preostale jazice napunjene su sa 180uL sterilne vode iz $pine te je iz prve

jazice, koja sadrzi osnovni uzorak bakterijske suspenzije, prebaceno 20uL u jazicu pored, koja
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sadrzi 180uL sterilne vode iz $pine, i tako redom u iznosu od sveukupno 4 razrjedenja. Zatim,
po 10uL uzeto je iz svake jaZice i nasadeno na BCYE agar. Posljednje, agar je stavljen u

inkubator na temperaturu od (35+1)°C tijekom cetiri dana.

Uz spomenuto, pripremljena je i kontrolna mikrotitarska ploCica sa istom bakterijskom
suspenzijom. Bitna razlika je da kontrolna plocica nije bila izlozena ozonu ve¢ je odmah
provedena serija deseterostrukih razrjedenja, na jednaki nacin, a potom su bakterije nasadene

na agar koji se kultivirao u jednakim, prethodno opisanim, uvjetima.

Slika 6. Porast kolonija L. pneumophila soj 130b razli¢itih razrjedenja

3.2 Priprema biofilma u bujonu

Bakterijska suspenzija pripremljena je u oboga¢enom bujonu koji sadrzi L-cistein i zeljezo (111)
nitrat, nutritivne faktore kljucne za rast. Dvije zasebne mikrotitarske plocice predstavljaju
kontrolu i tretman, a u svaku je prebaceno po 200uL bakterijske suspenzije u Cetiri zasebne
jazice.
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Slika 7. Mikrotitarska plo¢ica unutar ¢ijih se, markerom oznacenih jazica ,nalazi pripremljena

bakterijska suspenzija.

Ploc¢ice su potom stavljene u inkubator tijekom 24h. Nakon 24h plocice su izvadene iz
inkubatora te je zaostala bakterijska suspenzija uklonjena iz jazica. Jazice su dva puta isprane
sa 200uL fizioloske otopine koja je u posljednjem krugu ispiranja uklonjena tako da jazice
ostanu prazne. Potom su ploc€ice stavljanje na susenje u digestor u trajanju od 5 minuta. Plo¢ica
koja predstavlja tretman postavljena je u ozonizator tijekom 1h. Preostala, kontrolna, plo¢ica
nije izlozena ozonu. Nakon zavrSenog tretmana jazice su ponovno isprane sa 200uL fizioloske
otopine, zatim je u svaku jaZicu tretirane ploc¢ice dodano 200uL fizioloske otopine. Tretirana
plocica, jednako kao i kontrolna, ostavljene su unutar ultrazvuc¢ne kupelji 1 minutu. Sluzeci se
pipetom sadrzaj jazica dobro je promijesan. Potom je radena serija deseterostrukih razrjedenja.
Uzeto je 200uL bakterijske suspenzije i prebaceno u prvu jazicu nove mikrotitarske plocice. U
preostale jazice dodano je 180uL obogacenog bujona te je iz prve jazice, koja sadrzi bakterijsku

suspenziju, prebaceno 20uL i tako redom do Cetvrtog razrjedenja.

Osim 24h, pripremljene su 1 mikrotitarske plo¢ice sa bakterijskom suspenzijom koje su
ostavljene u inkubatoru tijekom 5 dana kako bi se ispitao utjecaj vremena na brojnost i
formaciju biofilma, a posljedi¢no i utjecaj ozona na razvijeni biofilm. Nakon inkubacije
provedeni su identi¢ni postupci tretmana, prethodno opisani, kao 1 za plocice koje su se

inkubirale 24h.
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3.3 Priprema biofilma na polistirenu

Dvije zasebne 12-titarske ploCice predstavljaju kontrolu i tretman. U svaku je prebaceno po
3mL bakterijske suspenzije, svaki mililitar u zasebnu jazicu. Plo€ice su zatim spremljene u
inkubator na temperaturi od (35+1)°C tijekom 24h i 5 dana kako bi se formirao biofilm. Nakon
zadanih vremena plocice su izvadene iz inkubatora i svaka jazica je dva puta isprana sa S00uL
sterilne vode iz Spine na nacin da nakon posljednjeg ispiranja u jazZici ne zaostane vode. Zatim
su plocice suSene u digestoru 5 minuta. Potom su plocice, one oznacene kao tretman,
postavljene u ozonizator u vremenskom periodu od 1h. Kontrolna plocica nije izloZena ozonu.
Plocice koje su bile izlozene ozonu su nakon isteklih sat vremena isprane sa 500uL sterilne
vode iz Spine. Nakon ispiranja u svaku zasebnu jazicu dodano je 500uL sterilne vode iz Spine
te su plocice, tretirana i kontrolna, ostavljene u ultrazvuénoj kupelji 1 minutu. Zatim je sadrzaj
jazice dobro promijeSan pomocu pipete i takoder je radeno deseterostruko razrjedenje. Serija
razrjedenja radena je po jednakom principu kao kod ve¢ objasnjenih postupaka. Nakon

razrjedenja sadrzaj jazica nasaden je na BCYE agar u koli¢ini od 10uL i obliku kapljica.

s e N N |
~ < D= ~ >

VTR ) N O 0y N

Slika 8. 12-titarske plocice koristene za obradu bakterijskih suspenzija i mikrotitarske plocice

koriStene za seriju deseterostrukih razrjedenja
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3.4 Priprema biofilma na nehrdajucem ¢eliku (inox)

Pripremljena bakterijska suspenzija prebacena je u 12-titarsku plocicu po principu ImL
suspenzije u pojedinac¢nu jazicu. Zatim su u jazice dodane inoks plocice na nacin da su 3 inoks

plocice postavljene u zasebne jazice u koje je prethodno dodana bakterijska suspenzija.

Slika 9. Metalne plo€ice uronjene u ImL bakterijske suspenzije unutar jazica 12-titarske

plocice

Plocica je zatim stavljena u inkubator tijekom 24h. Jednaki postupak ponovljen je za inkubaciju
u trajanju od 5 dana. Nakon inkubacije svaka metalna plocica je iznad Petrijeve zdjelice isprana
sa 500pL sterilne vode iz Spine. Metalne plo¢ice su potom vra¢ane u suhe jazice i suSene u
digestoru 5 minuta nakon ¢ega su stavljene u ozonizator na 1h. Nakon tretmana metalne plocice
su isprane sa 500uL sterilne vode iz $pine i Stavljene u novu jazicu sa 500uL sterilne vode iz
$pine. Unutar takvih jazica metalne su ploc¢ice ostavljene u ultrazvu¢noj kupelji 1 minutu.
Potom su metalne plocice zajedno sa 500uL sterilne vode iz Spine u koju su bile uronjene
prebacene u male epruvete i vorteksirane. Iz epruveta u kojima se nalazila sterilna voda iz $pine
zajedno sa metalnim plocicama uzeto je 200uL i prebaceno u prvu jazicu mikrotitarske plocice
kako bi se izvrSila serija deseterostrukih razrjedenja. Napravljena razrjedenja potom su
nasadena na BCYE agar prema ve¢ opisanom postupku. Jednaki proces izvrsen je sa kontrolnim

metalnim plocicama, izuzev izlaganja ozonu tijekom 1h.
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3.5 Priprema biofilma na keramic¢kim plo¢icama

Po dvije keramicke plocice stavljene su u staklene Petrijeve zdjelice i dodan je agar na nac¢in da
ne prekriva gornju stranu plocica. Keramicke ploCice potom su prelivene pripremljenom

bakterijskom suspenzijom i stavljene u inkubator uz mijesanje tijekom 24h i 5 dana.

Slika 10. Koristene keramicke plocice (lijevo). Inkubacija keramickih plo¢ica uz mijesanje

(desno).

Nakon inkubacije plo€ice su izvadene iz agara steriliziranom pincetom i isprane sa 10mL
sterilne vode iz Spine te prebacene u Ciste Petrijeve zdjelice. PloCice su potom susene 5 minuta
te izloZene ozonu tijekom 1h. Nakon ozonizacije keramicke plocCice prebacene su u epruvete u
kojima se nalazi 10mL sterilne vode iz Spine te ostavljene u ultrazvuénoj kupelji 1 minutu.
Epruvete su potom vorteksirane te je 200uL prebaceno u jazicu mikrotitarske plo¢ice kako bi
se prema istom principu izvela serija deseterostrukih razrjedenja. Izvedena razrjedenja potom

su nasadena na BCYE agar i inkubirana 4 dana na temperaturi od (35+1)°C.

Isti postupak izveden je za kontrolne keramicke plocice, izuzev ozonizacije.
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4 REZULTATI

4.1 Utjecaj ozona na planktonske legionele u vodovodnoj vodi

Nakon cetverodnevne inkubacije prebrojane su izrasle kolonije. Broj bakterija odreden je
neizravnom tehnikom koriste¢i se pripravom serijskih razrjedenja osnovne bakterijske
suspenzije. Kolonije u nizim razrjedenjima koje nisu bile brojive oznacene su kao nebrojive

dok su preostale zapisane u obliku CFU/mL.

Prema podacima na Grafu 1. mozemo uo¢iti da djelovanje 0zona nema ocekivani u¢inak na rast
bakterija L. pneumophila posto se broj poraslih bakterija koje su bile izlozene ozonu tijekom
1h nije znacajno smanjio. Stupac koji oznacava porast tretiranih bakterija nezamjetljivo je nizi
od onog koji prikazuje broj poraslih netretiranih bakterija. Nemogu¢nost prodiranja ozona kroz

vodu u kojoj su se nalazile bakterije tijekom ozonizacije objasnjava ovakve rezultate.

log,oCFU/mL

kontrola tretman

Graf 1. Broj bakterija nakon tretmana ozonom. Prikazane su srednje vrijednosti +

standardna devijacija.
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4.2 Utjecaj ozona na rani i kasni biofilm legionele u bujonu i na polistirenu

U prvoj 12-titarskoj plocici biofilm je formiran 24h, a u drugoj 5 dana kako bi se uz utjecaj
ozona na slobodne bakterije ujedno opisao njegov utjecaj i odnos na biofilm s obzirom na
vremensku formaciju biofilma. Prikazano na Grafu 2.-3. vidljivo je da ozon nema ocekivani

inhibitorni u¢inak na bakterije posto se broj bakterija nakon tretmana ozonom smanjio za mali
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Graf 2. Broj bakterija nakon tretmana ranog biofilma (24-satni) ozonom. Prikazane su srednje
vrijednosti = standardna devijacija. Biofilm je formiran u bujonu (eng. buffered yeast extract
(BYE) broth)
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Graf 3. Broj bakterija nakon tretmana kasnog biofilma (petodnevni) ozonom. Prikazane su srednje
vrijednosti + standardna devijacija. Biofilm je formiran u bujonu (eng. buffered yeast extract
(BYE) broth)
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Formacija biofilma u trajanju od 24h i potom tretiranje formiranog biofilma ozonom dovela je
do smanjena broja bakterija u odnosu na kontrolnu plocicu koja nije bila tretirana ozonom. Iako
se bakterije u ovom pokusu nisu nalazile u vodi u slobodnom plivaju¢em obliku ve¢ unutar
biofilma, hranjive tvari unutar bujona omogucile su prezivljavanje bakterija L. pneumophila
osiguravaju¢i im potrebnu energiju za rast. Sli¢ni rezultati uoceni su na biofilmu ¢ija je
formacija trajala 5 dana no u ovom slu¢aju mozemo zamijetiti ve¢i broj poraslih bakterija u
tretiranoj nego u kontrolnoj plocici Sto takoder mozemo objasniti prisustvom L-cisteina i

zeljezo (I1I) nitrata u bujonu.

4.3 Utjecaj ozona na rani i kasni biofilm legionele na polistirenu

Nakon ¢etverodnevne inkubacije primijecen je potpuni izostanak porasta tretiranih bakterija.
Biofilm koji se na polistirenu, stijenkama jazica unutar 12-titarskih plocica, formirao tijekom
24h i 5 dana potpuno je uniSten nakon jednosatne izloZenosti ozonu. Ovakvi rezultati mogu se
objasniti direktnom izlozenosti biofilma ozonu, nije bilo prisutnosti vode, jazice su bile suhe
pri ulasku u ozonizator, niti su bakterijske suspenzije bile pripravljanje u hranjivom bujonu koji
je sadrzavao klju¢ni L-cistein i Zeljezo ve¢ unutar sterilne vode iz $pine. Potpuni izostanak
porasta bakterija ukazuje na odli¢nu, to¢nije 100%-tnu, u¢inkovitost ozona kao sredstva u borbi
protiv formiranja biofilma u antropogenim vodovodnim sustavima koji u svom sastavu sadrze

materijale izradene od plastike.
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Slika 11. Prikaz porasta kontrolnih kolonija (gore) i potpunog izostanka porasta bakterija

tretiranih ozonom (dolje).
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Graf 4. Broj bakterija nakon tretmana ranog biofilma (24-satni) na polistirenu ozonom.
Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija. Biofilm je formiran u sterilnoj vodi

iz $pine.
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Graf 5. Broj bakterija nakon tretmana kasnog biofilma (petodnevni) na polistirenu ozonom.
Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija. Biofilm je formiran u sterilnoj vodi

iz Spine.
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4.4 Utjecaj ozona na rani i kasni biofilm legionele na nehrdajué¢em celiku (inox)

Na materijalu inoks metalnim plo¢icama takoder je uo¢en potpuni izostanak porasta kolonija
nakon tretmana ozonom tijekom 1h. Ovakvi rezultati takoder se mogu objasniti izostankom
hranjivih tvari koje su bile prisutne u obogac¢enom bujonu i direktnom izlozenosti formiranog
biofilma ozonu. Kontrolne inoks ploc¢ice pruzaju nam uvid da je biofilm bio formiran posto je
njihovom obradom zabiljezen porast bakterija. Jednaki rezultati uoceni su kod 24-satne i

petodnevne formacije biofilma.

kontrola tretman

Graf 6. Broj bakterija nakon tretmana ranog biofilma (24-satni) na nehrdajuc¢em ¢eliku (inox)
ozonom. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija. Biofilm je formiran u

sterilnoj vodi iz Spine.
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kontrola tretman

Graf 7. Broj bakterija nakon tretmana kasnog biofilma (petodnevni) na nehrdajuc¢em ¢&eliku
(inox) ozonom. Prikazane su srednje vrijednosti = standardna devijacija. Biofilm je formiran

u sterilnoj vodi iz $pine.

Prema grafi¢kim prikazima uo¢avamo 100%-tnu uc¢inkovitost ozona kao inhibitornog sredstva

u borbi protiv biofilma L. pneumophila formiranog na inoks metalu.

4.5 Utjecaj ozona na rani i kasni biofilm legionele na keramickim plo¢icama

Keramicke plocice na kojima se tijekom 24h i 5 dana formirao biofilm takoder su materijal na
kojem kolonije L. pneumophila ne mogu opstati nakon jednosatne izloZenosti ozonu.
Nasadivanjem na BCYE agar i inkubacijom u optimalnim uvjetima porast bakterija koje su bile
tretirane 0zonom potpuno je izostao. Kontrolne kolonije koje su podloZzene istom procesu,
izuzev ozonizacije, u jednakim uvjetima inkubacije pokazale su vidljivi porast. | ovdje
biljezimo 100%-tnu ucinkovitost ozona u borbi protiv formacije biofilma na materijalima

izradenim od keramike.
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Graf 8. Broj bakterija nakon tretmana ranog biofilma (24-satni) na keramic¢kim plo¢icama
ozonom. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija. Biofilm je formiran u

sterilnoj vodi iz Spine.

kontrola tretman

Graf 9. Broj bakterija nakon tretmana kasnog biofilma (petodnevni) na kerami¢kim
plo¢icama ozonom. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija. Biofilm je

formiran u sterilnoj vodi iz Spine.
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5. RASPRAVA

Najvec¢i broj infekcija ¢ija su zariSta antropogeni vodeni sustavi uzrokovani su bakterijom L.
pneumophila. Rezultat ovih infekcija je neprikladno tretiranje vode i nehigijensko odrzavanje
vodenih sustava te predstavlja veliki javnozdravstveni problem. Njezina preferencija formacije
biofilma na stijenkama cijevi dodatno otezava njezino uklanjanje. Na temelju prethodno
prikazanih rezultata moZemo vidjeti da biofilm formira na raznovrsnim materijalima, od

polistirena, inoks metala do keramike.

Istrazivanje provedeno 2006. godine usporedivalo je utjecaj temperature na sposobnost L.
pneumophila da formira biofilm na materijalima kao $to su polistiren i staklo. Zakljuceno je da
na temperaturi od 37°C bakterija ima znacajno vecu sposobnost formiranja biofilma na
navedenim materijalima nego na nize ispitivanoj temperaturi od 25°C. Navedeni podatak
ukazuje nam na jo$ jedan faktor koji olakSava prezivljavanje bakterije u vodenim sustavima
posto se voda u antropogenim sustavima nerijetko nalazi na temperaturi bliskoj 37°C. (19)
Zarista infekcija mogu biti posredovana i ljudskim faktorom to jest nehigijenskim odrzavanjem
rozeta tuseva i mrezica na slavinama. Takoder, dugotrajna stagnacija vode u cijevima osigurava

pogodno staniste.

Uvodenjem definiranih sustava regulirana je zdravstvena ispravnost vode i eradikacija
Legionella. Propisane su u¢inkovite preventivne mjere koje se odnose na odrzavanje ispravne
temperature hladne i tople vode i €istocu sustava koji se koriste vodom. Trenutacne mjere na
snazi ukljucuju tretiranje vode visokim temperaturama to jest pasterizaciju i kloriranje vode.
Posto bakterije roda Legionella mogu prezivjeti na temperaturama 0-63°C pasterizacija koja se
izvr$ava na temperaturama vi$im od 65°C u¢inkovito inhibira njihov rast. Kloriranje vode danas
je najrairenija metoda dezinfekcije jer rezidualni klor u koli¢ini 0,5 mg/L osigurava dugotrajnu

ispravnost vode. (8)

lako u¢inkovita metoda, dezinfekcija vode klorom dovodi do nastanka nusprodukata u vodi koji
predstavljaju potencijalnu opasnost za zdravlje covjeka. Kao alternativna metoda dezinfekcije
moze se primijeniti ozonizacija. Prednosti ove metode su da ozon djelujuci kao jako oksidativno
sredstvo uklanja prisutne organske molekule, formirani biofilm na stijenkama vodovodnih
cijevi te osigurava vodu bez okusa, boje i mirisa. Kljucan nedostatak koriStenja ozona kao

dezinfekcijskog sredstva je izostanak njegovog rezidualnog djelovanja. Samim time
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dezinfekcija vode temeljena isklju¢ivo na ozonizaciji ne moze sa sigurno$é¢u dopremiti vodu do
potrosaca jer postoji opasnost od naknadne kontaminacije tijekom prolaska kroz vodoopskrbni

sustav.

Dobiveni rezultati prikazuju apsolutnu u¢inkovitost ozona u uklanjanju biofilma formiranog na
polistirenu, inoks metalu i keramici. Jedino gdje se ozon nije pokazao ucinkovitim jest kod
primjene na slobodne bakterije prisutne u vodi i na biofilm koji se formirao u obogac¢enom
bujonu. Bujon je sadrzavao hranjive tvari L-cistein i1 zeljezo (III) nitrat koje su kljucne za
prezivljavanje Sto je posljedi¢no dovelo do neucinkovitosti ozona. Unato¢ ovim rezultatima

jednaki ishod ne mozemo ocekivati kod primjene ozona u vodi za pice.

Znamo da je u okolisSnim uvjetima biofilm graden od vise razli¢itih bakterijskih vrsta, a u vodi
su prisutne i ostale vrste Cestica koje tijekom izvedbe ovog istrazivanja nisu bile ukljucene u
provedene pokuse. Okolisni ¢cimbenici predstavljaju vazan faktor kod odredivanja uc¢inkovitosti
nekog dezinfekcijskog sredstva. Istrazivanje provedeno na podrucju americke sveucili$ne
bolnice ,,Lausanne® kao varijabilne faktore obuhvacalo je i okoli$ne uvjete u kojima se formira
biofilm. Proucavana je ucinkovitost ozona u eradikaciji bakterijskog biofilma L. pneumophila
u vodovodnim cijevima bolnice. Za dezinfekciju vode u odredenom dijelu sustava koristio se
ozon odredene koncentracije, a kontaktno vrijeme ozona s vodom bilo je 18 minuta. Voda se
uzorkovala 4-6 puta godisnje. U uzorcima koji su uzeti neposredno nakon tretmana nije
zabiljezena prisutnost L. pneumophila no u drugim slu¢ajevima, kada bi se voda uzorkovala
odredeni vremenski period nakon primjene ozona detektirana je prisutnost bakterija. Razlog
tome je nedostatak rezidualnog djelovanja ozona. Na temelju istrazivanja, zakljuéeno je da
sama primjena ozona nije dovoljna za kontrolu L. pneumophila u vodenim sustavima, iako

njegov ucinak zabiljeZen u laboratorijski provedenim istrazivanjima pokazuje suprotno. (19)

Izuzev dokazane u¢inkovitosti na L.pneumophila ozon djeluje i na druge vrste gram-negativnih
i gram-pozitivnih bakterija te spore. lzolirana prostorija podvrgnuta ozonu u koncentraciji od
25 ppm 1 vremenskom periodu od 20 minuta pokazuje odli¢no bakteriocidno djelovanje ozona.
(20) Djelovanje je primije¢eno kako na glatkim, staklenim i plasti¢énim, povr$inama tako i na
tkaninama namjeStaja te ostalim hrapavim povrSinama. Iako toksican, brzo se razlaze na
elementarni Kisik. Koncentracija ozona pada na 4% originalne koncentracije nakon samo 100
cm upravo radi jakog oksidativnog ucinka. (21) Prostorije se tijekom trajanja dezinfekcije
izoliraju, a ova primjena bila bi pogodna za sobe u sklopu bolnica. Kao dezinfekcijsko sredstvo
u plinovitom agregatnom stanju ozon ima moguc¢nost prodiranja do teSko dostupnih mjesta u
usporedbi sa uobic¢ajenim teku¢im kemijskim sredstvima.
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Istrazena je i u¢inkovitost ozona specificno na biofilm bakterije K. pneumoniae koji je takoder
formiran na keramickim plo€icama tijekom 24-sata. Ploice su potom izloZzene ozonu
koncentracije 25 ppm tijekom 1h. Rezultati nisu pokazali 100%-tnu ucinkovitost ozona na
testirani biofilm. No, tretirane plo¢ice pokazale su zna¢ajno smanjenje broja poraslih bakterija
u usporedbi sa kontrolnim plo¢icama. Manje efektivno djelovanje na K. pneumoniae u odnosu
na L. pneumophila, na ¢iji biofilm ima apsolutno bakteriocidno djelovanje, moze imati
posljedice na u¢inkovitost ozona kao dezinfekcijskog sredstva. Naime, kako je ve¢ istaknuto
biofilm u prirodi formira viSe vrsta bakterija te nejednako djelovanje ozona prema razli¢itim

vrstama onemogucava njegovu jedinstvenu primjenu i garanciju Ciste i pitke vode. (22)

Na temelju svega zaklju¢ujemo da ozon djeluje inhibitorno na rast bakterija L.pneumophila u
laboratorijski kontroliranim uvjetima. Biofilm se formirao na trima razliitim materijalima,
polistiren, inoks metal i biofilm, te je nakon tretmana ozonom i obradom uzorka porast bakterija
izostao u sva tri slucaja. Unatoc¢ eksperimentalno dobivenim podacima, koji ukazuju na potpunu
inhibiciju bakterija nakon ozonizacije, njegovo inhibicijsko djelovanje nije dovoljno da bi se
mogao primjenjivati za dezinfekciju vode za pice jer nema rezidualno djelovanje te zato
njegova primjena danas ukljucuje 1 koriStenje klora kao sredstva sa rezidualnim djelovanjem ili

istovremenu primjenu visokih temperatura koje onemogucavaju rast i razvoj bakterijskih vrsta.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljeni na provedenom istrazivanju te obradenim i prikazanim rezultati, doneseni su sljedeci

zakljuccei:

1. Ozon ne sprjecava rast slobodnih planktonski bakterija u vodi

2. Ozon ne sprjeCava formaciju biofilma bakterija L. pneumophila kada se biofilm
formira u bujonu oboga¢enom L-cisteinom i zeljezo (I11) nitratom

3. Ozon djeluje inhibitorno na formaciju biofilma na polistirenu, inoks metalu i
keramickim plo¢icama

4. Ucinkovitost ozona kao dezinfekcijskog sredstva na trima navedenim materijalima,
polistiren, inoks metal i keramika, u provedenom istrazivanju pokazala se kao
100%-tna

5. Dijelotvornost ozona ostaje 100%-tna kako pri 24-satnoj formaciji biofilma tako i
pri petodnevnoj

6. Hipoteza istrazivanja djelomi¢no je dokazana, izuzev dezinfekcijskog djelovanja
ozona na slobodne planktonske bakterije L. pneumophila i biofilma formiranog u

obogac¢enom bujonu.
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