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SAZETAK

Pacijenti koji boluju od poremecaja bubrega moraju nekoliko puta tjedno primati terapiju
hemodijalizom. S obzirom da prilikom tretmana hemodijalizom velike koli¢ine vode prolaze kroz
krvotok pacijenta, voda koja se Kkoristi za pripremanje otopina za dijalizu mora pro¢i proces
procis¢avanja i biti odgovarajuce zdravstvene ispravnosti i kvalitete. Osim opasnosti od kemijske
kontaminacije, mikrobioloska kontaminacija vode za hemodijalizu znacajan je rizik za zdravlje
pacijenata, stoga je potrebno redovito obavljati mikrobioloSke analize vode za potvrdivanje
sigurnosti koristenja vode u hemodijalizi. U radu ¢e se opisati bakterije koje su izolirane u centrima
za hemodijalizu u Primorsko-goranskoj Zupaniji u razdoblju od 2016. do 2021. godine. Pronadene
su 23 vrste Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija u uzorcima iz 4 hemodijalizna centra, a
njihova pojava u Europi i svijetu opisana je pregledom stru¢nih radova koriStenjem kljuénih rijeci:
,.bakterijska vrsta, hemodijaliza, ukupni broj bakterija“. Rad se takoder bavi statistickom obradom
podataka ukupnog broja bakterija koje su inkubirane na dvjema razli¢itim temperaturama
(37°C/48 h i 22°C/72 h) na istom hranjivom agaru. Usporedeni su rezultati izmedu razli¢itih
centara za hemodijalizu, izmedu godina te izmedu sezona. Utvrdeno je da centar za hemodijalizu
A ima u svojim uzorcima vode najvise pronadenih izoliranih vrsta bakterija, a uzorci iz centra za
hemodijalizu D nemaju pronadenih izoliranih vrsta bakterija. Takoder, usporedbom vrijednosti
ukupnog broja bakterija na dvjema temperaturama izmedu 4 centra za hemodijalizu, izmedu 6
godina i izmedu 4 sezone, primjenom statistickih testova, utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike

u ukupnom broju bakterija i njihova povezanost s pojedinim vrstama bakterija.

Kljuéne rije¢i: hemodijaliza; bubrezna bolest; bakterije; voda za hemodijalizu; mikrobioloska

kvaliteta; ukupni broj bakterija



SUMMARY

Patients suffering from kidney disorders ought to recieve hemodialysis therapy several
times a week. Considering that during hemodialysis treatment session large amounts of water are
circulating through patients bloodstream, water used for preparation of hemodialysis solution must
undergo a purification process to be of appropriate quality and health safety. In addition to risk of
chemical contamination, microbiological contamination of hemodialysis water presents a
significant risk for the health of patients. Therefore, it is necessary to regularly practice
microbiological analyzes of water to confirm the safety of water used in hemodialysis. This paper
will describe bacteria isolated in hemodialysis centers in Primorje-Gorski Kotar County during a
period of six years (2016-2021). There are 23 species of Gram-positive and Gram-negative
bacteria species found in samples from four hemodialysis centers, and outbreaks of certain species
in Europe and in the world is described by review of professional papers using the key words:
,bacterial species, hemodialysis, total number of bacteria®. The paper also deals with statistical
processing of data on total number of bacteria that are incubated in two different temperature
conditions (37°C/48h and 22°C/72h) on the same nutrient agar, and the data is compared between
different hemodialysis centers, between years and between seasons. It was found that hemodialysis
center A has the highest number of isolated bacteria species in its water samples, while samples
from hemodialysis center D have no isolated types of bacteria. Also, comparing values of total
number of bacteria between four hemodialysis centers, between six years and between four seasons

using statistical tests, statistically significant differences were determined.

Keywords: hemodialysis; kidney disease; bacteria; hemodialysis water; microbiological quality;

total number of bacteria
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1. UVOD

Hemodijaliza je u svijetu naj¢e$¢a terapija koja zamjenjuje bubreznu funkciju kod
pacijenata s poremecajima bubrega. Buduci da su pacijenti na hemodijalizi izlozeni velikim
koli¢inama vode s otopinama za nadomjestak hranjivih tvari, voda koja se koristi za hemodijalizu

moze predstavljati zdravstveni rizik ukoliko je kemijski ili mikrobioloski kontaminirana.

1.1. BOLESTI BUBREGA I LIJECENJE HEMODIJALIZOM
1.1.1. BOLESTI BUBREGA

Zatajenje bubrega gubitak je sposobnosti bubrega da obavljaju svoju funkciju izlu¢ivanja
razliCitih toksicnih tvari i prekomjerne koli¢ine vode iz tijela. Ono moze biti privremeno ili trajno,
a uzrokuju ga razlic¢ite bolesti koje ne moraju nuzno biti vezane samo za bubrege. Dvije su vrste
zatajenja bubrega, akutno i kroni¢no. Akutno zatajenje se javlja iznenada, gdje bubrezi naglo gube
svoju sposobnost uklanjanja Stetnih tvari iz krvi, dok kod kroni¢nog zatajenja, bubrezi postupno

gube svoju funkciju.

Akutno zatajenje bubrega je brzo gubljenje bubrezne funkcije, traje kroz period od
nekoliko dana do nekoliko tjedana, a poprac¢eno je gomilanjem neproteinskih dusi¢nih tvari u krvi
(urea, kreatinin i dr.). Posljedica akutnog zatajenja bubrega je zadrzavanje vode u tijelu, §to dovodi
do opterecenja organizma vodom i solima. Pacijenti s akutnim zatajenjem bubrega lijece se hitnom
terapijom ovisno o uzrocima, a ukoliko se lijekovima ne moze popraviti stanje pacijenta, provodi

se hemodijaliza (1, 2).

Kroni¢na bubrezna bolest je oSteCenje bubrega uzrokovano gubljenjem funkcionalnih
nefrona. Brojni su uzroci kroni¢ne bubrezne bolesti, medu njih se ubrajaju osteCenja glomerula,
poremecaji u metabolizmu kao §to su dijabetes i prekomjerna tjelesna tezina, razne infekcije poput

tuberkuloze, poremecaji bubreznih krvnih zila te problemi s mokraénim sustavom (1).

Pri tezim slucajevima nedostatka bubrezne funkcije dolazi do ozbiljnih komplikacija po
zdravlje bolesnika, a ukoliko se ne poduzmu potrebne mjere za uklanjanje viska vode iz tijela te
viSka otpadnih tvari, moZe do¢i do teskih posljedica za pacijenta. Osim lijekova, terapije koje se
primjenjuju pri lijeCenju pacijenata S bolestima bubrega ili bez oba funkcionalna bubrega su

peritonealna dijaliza, hemodijaliza i, kod najtezih slucajeva, transplatacija bubrega.



1.1.2. HEMODIJALIZA

Dijaliza je proces u kojem dolazi do izmjene otopljenih tvari dviju tekuéina na temelju
razlika u sposobnosti prolaska njihovih ¢estica kroz polupropusnu membranu. Hemodijalizom, iz
krvi oboljele osobe uklanja se viSak vode i ostali toksini te uravnotezuje kemijski sastav tjelesnih
teku¢ina pomocu dijalizne otopine, ¢iji se sastav prilagodava specifiCinim potrebama svakog
bolesnika. Molekule vode, kao i molekule otopljenih tvari male molekulske mase mogu prolaziti
kroz pore polupropusne membrane i mijesati se medusobno, ali vece tvari, poput proteina, ne mogu
proci kroz polupropusnu barijeru te zbog toga koli¢ina takvih tvari s obje strane membrane ostaje

nepromijenjena. Dva su mehanizma prijenosa otopljenih tvari u dijalizi: difuzija i ultrafiltracija.

Difuzija je proces prolaska molekula niz koncentracijski gradijent, odnosno iz podruéja
visoke ka podrucju nize koncentracije. Molekule se u procesu difuzije kre¢u nasumicno, a njihovo
kretanje ovisi o veli¢ini molekule: molekule veée molekulske mase sporije ¢e se kretati preko
polupropusne membrane, dok male molekule, koje se krecu ve¢om brzinom, ¢esce ¢e se sudarati

s membranom §to znaci da Ce prijelaz tih molekula biti veéi (3).

Ultrafiltracija je proces koji se odvija pod povec¢anim hidrostatskim ili osmotskim tlakom,
u kojem male molekule vode, ve¢om brzinom, lako prolaze kroz polupropusnu membranu. U
procesu dijalize, svrha ultrafiltracije je odstranjivanje viska vode koja se nakupila u organizmu
bilo ingestijom tekucine, bilo metabolizmom hrane u periodu kada pacijent nije bio na dijalizi.
Pacijenti, koji su dijalizirani tri puta tjedno, izmedu tretmana mogu dobiti od 1 do 4 kilograma

mase, od kojih je vecina voda, a ona se uklanja dijalizom (3).

Aparatom za hemodijalizu proti¢e krv pacijenta koja u dijalizatoru, kroz polupropusnu
membranu dolazi u kontakt s dijalizatom (Slika 1.). Dijalizat je elektrolitska otopina sli¢na plazmi,
bez bjelancevina, koja odrzava ravnotezu elektrolita i sudjeluje u procesu proc¢is¢avanja Krvi.
Protok krvi zapocinje na nacin da se u venu pacijenta postavlja kateter, cijev s dva ogranka koja
¢e omoguciti kretanje krvi od pacijenta do uredaja i u konacnici iz uredaja natrag u organizam.
Krv putuje kroz cijev do dijalizatora, a potom se kroz dijalizator kre¢e pumpanjem pomocu
valjkaste pumpe na nacin da valjak postepeno pomice odredenu koli¢inu krvi kroz cijev do
dijaliatora, a ostatak krvi blokira zacepljivanjem cijevi. Pro¢is¢ena krv koja se vraca u organizam

prethodno prolazi kroz komoru koja omogucuje skupljanje i uklanjanje zraka koji se skupio u krvi



tijekom procesa. Postupak pumpanja krvi u potpunosti je kontroliran nadzorom tlaka, a protok

procisc¢ene krvi do pacijenta osigurava se odvodenjem zraka (3).

Za kruzenje tekucine za dijalizu — dijalizata, vazne su pojedine komponente: samostalan
sustav za procis¢avanje vode, sustav za odmjeravanje i mijeSanje koncentrata i vode za dijalizu
koji ulaze u dijalizator te uredaji za kontroliranje ultrafiltracije i pracenje ostalih komponenti
tekucine za dijalizu. Na dijalizi je pacijent izloZen otprilike 120-200 litara vode tijekom jednog
tretmana, $to znaci da, ako voda nije Cista, sve tvari male molekulske mase mogu prelaziti iz vode
u krvotok pacijenta. Zato je neophodno u hemodijalizi koristiti sustavno proc¢is¢enu vodu ¢ija se
Cisto¢a redovito kontrolira. Nadalje, pripravljanje tekucine za dijalizu u uredaju je mijeSanje
elektrolita u koncentriranim otopinama ili u prahu zajedno s proc¢is¢enom vodom, nakon ¢ega se
dobivena otopina cijevima odvodi u dijalizator. Dvije su vrste sustava za odmjeravanje i
pripravljanje otopine za dijalizu: prvi je sustav kod kojeg posebni uredaj u centru za dijalizu sluzi
za pripremu tekucine za dijalizu te se zatim pripremljena tekuéina cijevima dovodi do svakog
aparata za hemodijalizu, a drugi je nacin individualni — svaki aparat za hemodijalizu sam proizvodi

dijalizat mijeSanjem koncentrata i pro¢is¢ene vode. Obavezno je da tekucina putuje u dijalizator

pod prikladnom temperaturom, od 35 do 38°C i bez viska zraka, $to je kontrolirano uredajima i

alarmima (3).
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Slika 1. Princip rada aparata za hemodijalizu. Izvor: Fresenius Kidney Care. Dostupno na:

https://www.freseniuskidneycare.com/treatment/dialysis/hemodialysis-machine



https://www.freseniuskidneycare.com/treatment/dialysis/hemodialysis-machine

Dio aparata za hemodijalizu u kojem dva protoka (krvni i protok tekucine za dijalizu)
medudjeluju preko polupropusne membrane zove se dijalizator (Slika 2.). Moze biti ¢etvrtastog ili
cilindri¢nog oblika, a sadrzi Cetiri otvora: dva su otvora namijenjena za prolazak krvi pacijenta, a
druga dva sluze za protok dijalizata. Unutar dijalizatora nalazi se polupropusna membrana. Krv
ulazi kroz otvor na jednom kraju dijalizatora, zatim se razdjeljuje u snop malih kapilara supljikavih
vlakana, okolo kojih tece dijalizat. Dijalizat i krv pacijenta putuju u suprotnim smjerovima kroz
dijalizator kako bi se povecao koncentracijski gradijent unutar cijelog dijalizatora i kako bi
proc¢is¢avanje krvi i nadomjestak tvari u krvi bili §to efikasniji. Nakon obavljenih procesa
proc¢iséavanja krvi difuzijom i ultrafiltracijom, krv pacijenta izlazi kroz otvor na drugom kraju
dijalizatora i pod kontrolom putuje cijevima natrag u venski sustav pacijenta. IskoriSteni dijalizat

odvodi se iz dijalizatora sustavom cijevi i pumpanjem (3).
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Slika 2. Dijalizator. lzvor: National Institute of Diabetes and Digestive and

Kidney Diseases. Dostupno na: https://www.niddk.nih.gov/news/media-

library/9508
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1.2. VODA KOJA SE KORISTI ZA POTREBE HEMODIJALIZE

Voda koja se koristi za pripremanje otopine za hemodijalizu dobiva se iz vodovodne vode
koja se podvrgava postupcima prociS¢avanja kako bi se smanjila opasnost od kontaminacije, bilo
kemijske, bilo mikrobioloske. Priprema vode za hemodijalizu vrlo je kompliciran proces, a vazno
je da svaki korak u obradi vode bude visoke ucinkovitosti, kako bi se odrzavala sigurnost svakog
pacijenta pri svakom tretmanu hemodijalizom. Centri za hemodijalizu odgovorni su za pravilno

procis¢enu vodu koja se koristi za potrebe hemodijalize.

1.2.1. PROCISCAVANJE VODE
Postoje razlic¢ite metode koje su prigodne za prociS¢avanje vode za potrebe hemodijalize,
a sustavi koji sluze za prociSc¢avanje sastoje se od predtretmana, primarnog procis¢avanja i

odvodenja procis¢ene vode do mjesta na kojem se ona koristi.

U predtretmanu se obavljaju odredeni preliminarni procesi kao §to je omeksavanje vode,
filtracija vode i filtracija preko aktivnog ugljena. Pomocu navedenih procesa voda se priprema za
primarno pro¢i§¢avanje. Kod predtretmana vode nekad je potrebno korigirati luznata svojstva vode
dodatkom klorovodi¢ne kiseline, kako ne bi doslo do ometanja pri filtraciji vode kroz filtere od
aktivnog ugljena i stvaranja nakupina soli na membranama prilikom kasnijih procesa u primarnom
procis¢avanju vode (3). Filtracija vode vrlo je vazan proces u kojem se iz obi¢ne vode uklanjaju
grube Cestice, a obi¢no se voda filtrira preko kremenog pijeska vrlo sitne granulacije, a dodatno se
mogu upotrijebiti i odredeni mikrofilteri za uklanjanje sitnijih rasprSenih Cestica. Filtracija je to
ucinkovitija §to je vise primijenjenih filtera razlicite poroznosti. Problem koji se javlja pri filtraciji
vode je nakupljanje algi i bakterija na filterima. Sljedeéi proces je omeksavanje vode, pri kojem
se preko ionskih izmjenjivaca ¢vrste, netopive strukture (najéesce slojevi smole), izmjenjuju ioni
magnezija i kalcija prisutni u obi¢noj vodi, s ionima natrija prisutnim u aktivnim skupinama
ionskog izmjenjivaca. Uklanjanje svih kalcijevih i magnezijevih iona zapravo znaci uklanjanje
ukupne tvrdoée vode. Svojstvo omeksane vode je da umjesto ukupne tvrdoée (iona Ca?* i Mg?")
sadrZi istu koli¢inu natrijeve soli. Po izlasku iz procesa mjeri se ukupna tvrdo¢a vode, ¢ime se
utvrduje uspjesnost omekSavanja vode. Konac¢no, u predtretmanu odvija se i apsorpcija tvari iz
vode u aktivnom ugljenu. Aktivni ugljen nije efikasan pri koriStenju za filtraciju vode jer ne moze

ukloniti grube Cestice koje su rasprSene u vodi. Mikroporozna je struktura ugljika velike

vvvvv



tvari koje se nalaze u vodi. U procesu apsorpcije klora, aktivni ugljen se trosi u reakcijama nastanka
ugljikovog dioksida i klorovodi¢ne kiseline iz ugljena i klora te se ne moze vise obnoviti. Iz tog
se razloga kolona s aktivnim ugljenom mora redovito mijenjati nakon $to izgubi svoju apsorpcijsku

moc¢ (4).

Primarno prociséavanje vode odvija se procesima reverzne osmoze i deionizacije vode.
Reverzna osmoza je membranski proces kod kojeg se voda filtrira kroz polupropusnu membranu
pod djelovanjem visokog tlaka. Membrana zadrzava viSe od 95% razli€itih zaostalih iona 1 drugih
neionskih tvari, a takoder je vrlo vazna prepreka prolasku bakterija i njihovih endotoksina. Voda
prociséena procesom reverzne osmoze ¢esto je visoke Cistoce i moze se kao takva upotrebljavati u
pripravljanju tekuc€ine za dijalizu. Ipak, ¢esto se nakon reverzne osmoze provodi deionizacija vode.
Moze se koristiti i kao alternativni postupak reverznoj osmozi, no to je vrlo rijetko s obzirom da
ne uklanja bakterije ni njihove endotoksine, kao ni neionske tvari iz vode. Temelji se na ionskoj
izmjeni preko slojeva smole, jednog kationskog, jednog anionskog. Kationski ionski izmjenjivac
je sloj smole koji sadrzi sumporne skupine, na njemu se odvija izmjena vodikovih iona s kationima
metala, najceS¢e natrija, aluminija i kalcija, dok se na anionskom ionskom izmjenjivacu nalaze
amonijeve skupine, kod kojih se hidroksilne skupine zamjenjuju anionskim skupinama kao $to su
kloridi, fluoridi i fosfati. Slobodni vodikov kation i hidroksilni anion vezu se i daju molekulu vode,
Sto u konacnici daje vodu u kojoj su prisutne vrlo malene koli¢ine iona. Proces deionizacije se
kontrolira mjerenjem elektrovodljivosti vode i kontrolom ionskih izmjenjivaca za obavljanje
procesa ionske izmjene te redovitom zamjenom istih. Takoder je vazno istaknuti su da slojevi
smole s ionskim izmjenjiva¢ima velika povrSina za rast 1 umnaZanje razli€itih vrsta bakterija.
Budu¢i da se prethodnim procesom reverzne osmoze uklanjaju klor i kloramini, tvari koje imaju
bakteriostatsko djelovanje, odnosno sprjecavaju rast i umnaZanje bakterija, povecana je opasnost
od mikrobioloske kontaminacije vode tijekom deionizacije. Iz tog se razloga na kraju spremnika
za deionizaciju stavlja ultrafilter koji sluzi za filtriranje svih zaostalih bakterija i endotoksina.
UniStavanje bakterija ultraljubic¢astim zracenjem kao opcija uklanjanja bakterija nije efikasno zbog

ostataka uginulih bakterija u vodi, kao §to su peptidoglikani i lipopolisaharidi (3).

ProciS¢ena voda dalje se distribuira u svaki aparat za hemodijalizu zasebno, kako bi se
dalje mogla pripremiti tekuéina za hemodijalizu koja je sigurna od Stetnih tvari. Kemijska

kontaminacija sprje¢ava se koristenjem inertnih materijala, primjerice plastike, a mikrobioloska



kontaminacija vode se sprjecava prikladnim vodovodnim sustavima i redovitom dezinfekcijom
vode. U optimalnom sustavu, voda se ne bi trebala skladistiti, no ukoliko se voda za hemodijalizu

skladisti, spremnik mora biti tako konstruiran da se u njemu voda moze lako dezinficirati (4).

1.2.2. KONTROLA SUSTAVA ZA PROCISCAVANJE VODE

Nadzor sustava za pripremu vode za potrebe hemodijalize u Republici Hrvatskoj reguliran
je Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti vode za potrebe hemodijalize (NN 125/2003) u kojem
se u Clanku 5. definira svakodnevna unutarnja kontrola fizikalno-kemijskog sastava vode.
Obavljaju se jednostavna mjerenja na mjestu gdje ulazi obi¢na voda, na kraju postupka filtracije
vode aktivnim ugljenom, na kraju postupaka omeksavanja i demineralizacije vode prije nego §to
se odvodi u sustav prociS¢avanja reverznom osmozom te na kraju procesa reverzne osmoze.
Kontrolira se rezidualni klor u sirovoj vodi, zatim rezidualni klor nakon dekloriranja aktivnim
ugljenom, ukupna tvrdo¢a nakon omeksavanja i elektrovodljivost u pS/cm. Elektrovodljivost se
razlikuje od mjesta do mjesta, medutim redovita kontrola sluzi za utvrdivanje promjena sastava
vodovodne vode koja se dovodi u sustav, a ta je promjena svojevrstan alarm najblizim Zavodima
za javno zdravstvo za provjere kvalitete vode na odredenom podruc¢ju. Optimalna elektrovodljivost
iznosi manje od 10 uS/cm, a odstupanja iznad 30 uS/cm obavezno se rjeSavaju intervencijama na
sustavu u svrhu prevencije zdravsvenih problema kod pacijenata. Mjerenje koli¢ine klora u vodi
ukazuje na dotrajalost filtera s aktivnim ugljenom i dobra je uputa za vrijeme zamjene filtera.
Takoder upucuje na provedenu dezinfekciju vode, ukoliko je izmjereni klor u dopustenim
granicama. Svakodnevna mjerenja fizikalno-kemijskih ¢imbenika vrlo su vazni pokazatelji stanja
kompletne aparature i stanja vode koja se obraduje, §to omogucuje brzu reakciju na propuste u

sustavu (4,5).

1.3 UZROCI LOSE KVALITETE VODE ZA HEMODIJALI1ZU

Pacijenti na hemodijalizi izloZeni su velikoj koli¢ini vode pri tretmanu, §to znaci da,
ukoliko voda nije adekvatno prociS¢ena, razne necisto¢e mogu migrirati u krvotok pacijenata i
uzrokovati brojne nezeljene posljedice. Uzroci kontaminacije vode, bilo kemijske bilo
mikrobioloske, najces¢e su nekvalitetno odrzavanje sustava, nepravilno provedeni postupci
dezinfekcije ili neredovite kontrole vodovodne vode koja se tretira za potrebe hemodijalize.
Kemijski neprikladna voda, ako se koristi u terapiji hemodijalizom, moZe negativno utjecati na

organizam pacijenata uzrokuju¢i poremecaje u ravnotezi iona, povecanje koncentracije natrija,



gubitak krvi tijekom tretmana uslijed povecane kiselosti vode i dr. Vece koncentracije elemenata
u tragovima kao Sto su bakar, cink i1 aluminij mogu se pronac¢i u vodi ukoliko se u vodovodnom
sustavu koriste bakrene cijevi, ako se prilikom procesa proc¢is¢avanja vode koriste aluminijevi
spojevi ili ako cink migrira iz galvaniziranih dijelova uredaja za tretiranje i odvodnju vode.
PoviSena koncentracija klora i njegovih spojeva rezultat je nepravilno provedene dezinfekcije
vode, a veca koli¢ina nitrata ukazuje na prisutnost bakterija ili eventualno prisutnost ostataka
umjetnih gnojiva na podruc¢jima gdje se koriste umjetna gnojiva (4). Kako bi se osigurala kvalitetna
i ¢ista voda koja se koristi u terapiji hemodijalizom, vrlo je vazno svakodnevno nadzirati sustav za
pripremu vode za hemodijalizu, kao i redovito provoditi kemijske 1 mikrobioloske analize vode.

Time se na vrijeme mogu otkriti i sanirati nedostaci u sustavu te ne¢istoce u vodovodnoj vodi.

1.4. MIKROBIOLOSKA KVALITETA VODE ZA HEMODIJALIZU

Voda koja se koristi za potrebe hemodijalize gotovo nikad nije potpuno sterilna.
Bakterijske vrste koje prezivljavaju u svim vrstama voda, destiliranoj, s niskim koli¢inama
organskog opterecenja, deioniziranoj, pa i u onoj koja je dobivena reverznom osmozom su Gram
(-) akvaticke bakterije i netuberkulozne bakterije. Zbog balansa soli, destilirana voda postaje poput
hranjivog bujona (30) za te bakterijske vrste. Primarno one u sustav ulaze iz vodovodne vode tako

da ona utjece na kontaminaciju cjelokupne vode koja se koristi za potrebe hemodijalize.

Lizom ili propadanjem stanica Gram (-) bakterijskih vrsta, oslobadaju se dijelovi stani¢nih
membrana koji se nazivaju bakterijski endotoksini (BET). Prema kemijskom sastavu, to su
lipopolisaharidi (LPS). Formiraju se u nakupinama sto ovisi o koncentraciji soli, pH, kakvoc¢i vode,
povrsini. Termostabilni su, a uklanjaju se ultrafiltracijom. Moguce ih je inaktivirati tvarima na bazi

peroksida ili klora ili pak temperaturnim tretmanom pri 200°C/3h.

Najcesci izvori Gram (-) bakterijskih vrsta, a time i BET-a u hemodijaliznom sustavu su:
kakvoca ulazne vode, stajanje vode i slijepi zavrSeci, filteri, ventili, neadekvatne brtve,
deionizirane smole, nepotpuna i neadekvatna dekontaminacija sustava, hrapave povrSine,

neadekvatni materijali 1 sli¢no.

Testiranje svih vrsta voda u procesu hemodijalize na prisutnost bakterijskih endotoksina
provodi se LAL testom (eng. Lymulus Amebocyte Lysate). Zbog jednostavnosti izvodenja,

ekonomske pristupacnosti te iznimne osjetljivosti (detektira do 0,003 ng/mL) koristi se u



monitoringu kakvoc¢e hemodijalizne vode kako na prisustvo BET-a tako i na prisustvo ciljnih
bakterijskih vrsta. Ukoliko je membrana dijalizatora ispravna, bakterije kao takve zbog svoje
veli¢ine ne¢e moci prolaziti kroz pore membrane, no njihovi ¢e produkti raspada ipak prolaziti
kroz membranu jer su manji od njezinih pora. Redovita mikrobioloska kontrola vode za
hemodijalizu vrlo je vazna kako bi se intervencijama moglo utjecati na smanjenje komplikacija

dijaliziranih pacijenata uslijed bakterijskih infekcija povezanih s hemodijalizom (4, 6).

Osim Gram (-) bakterijskih vrsta zabiljeZena su one€i$¢enja vode i dijalizata s Gram (+)
bakterijskim vrstama koje luce egzotoksine, to jest bioloski aktivne tvari koje u vrlo malenim
koli¢inama mogu biti vrlo toksi¢ne za ljudski organizam (4, 6) te filamentoznim gljivicama i

modrozelenim algama.

1.4.1. ZAKONSKA REGULATIVA
Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti vode za potrebe hemodijalize definirani su nacini

bakterioloske kontrole vode za hemodijalizu u Republici Hrvatskoj.

Voda za potrebe hemodijalize Kkoristi se iz zdravstveno ispravne vode javnih
vodoopskrbnih sustava koja mora odgovarati Pravilnika o parametrima sukladnosti, metodama
analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za ljudsku potrosnju te nacinu vodenja registra

pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe (NN 125/2017, NN 39/20).

Bakterijsko opterecenje odreduje se u razli¢itim vrstama voda koje se koriste za potrebe
hemodijalize: tretirane vodovodne vode, koncentriranog dijalizata, vode za ispiranje i otopine za
dijalizu prije prolaska kroz filter (dijalizator). Koli¢ina bakterija izraZava se kao broj kolonija u
mililitru uzorka (CFU/mL, eng. Colony Forming Units), a bakterijska vrsta koristenjem niza

standardnih metoda ili pomocu instrumenata.

Prema Pravilniku, u tretiranoj vodi koja je pripremljena za potrebe hemodijalize ne smije

biti viSe od 100 CFU/mL bakterija kao ni u vodi za ispiranje, dok je u dijaliznoj otopini dozvoljeno
do 1000 CFU/mL (Tablica 1.).



Tablica 1. Standardne vrijednosti bakterioloske ispravnosti tekuéina u sustavu hemodijalize. lzvor: Pravilnik o
zdravstvenoj ispravnosti vode za potrebe hemodijalize. Dostupno na:
https://digarhiv.gov.hr/arhiva/263/18315/www.nn.hr/clanci/sluzbeno/2003/1810.htmlibrary/9508

Ukupan broj bakterija u mL Koli¢ina endotoksina
V/rsta uzorka
[CFU/mL] [IU/mL]
Voda za potrebe hemodijalize
_ 100 (10%) 0,25
(tretirana)

Koncentrat dijalizata - 0,25
Dijalizna otopina 1000 (103) 0,5

Voda za ispiranje 100 (10%) 0,25

Takoder, Pravilnikom su istaknute bakterijske vrste: Pseudomonas spp, Flavobacter spp,
Acinetobacter spp, Achromobacter spp, Serratia spp, Stenotrophomonas spp, Mycobacterium
cholonei, M. fortuitum, M. gordoneae, M. scrofulaceum, M. kansasii, M. avium, M. intracellular,

¢ije prisustvo nije dozvoljeno u vodama koje se koriste za potrebe hemodijalize.

Kao posljedica prisustva Gram (-) bakterijskih vrsta u vodi, Pravilnikom je odredena
dozvoljena koli¢ina endotoksina od 0,25 IU/mL 1 0,5 IU/mL (izrazeno u internacionalnim

jedinicama) koja se odreduje LAL-testom.

1.4.2. ZNANSTVENI PRISTUPI MIKROBIOLOSKOJ KVALITETI VODE ZA
HEMODIJALIZU U HRVATSKOJ | SVIJETU

Istrazivanje dr.sc. Marka Jakica i suradnika iz 1998. godine (6) (Klinicka bolnica Osijek i
Zavod za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije) imalo je za cilj utvrditi na¢ine kontroliranja
mikrobioloske kakvoce vode za hemodijalizu te na temelju vlastitih rezultata utvrditi sukladnost s
tadasnjim AAMI standardima koji su sadrzani u normi Udruge za unaprjedenje medicinskih
instrumenata (eng. Association for the Advancement of Medical Instrumentation). Prema AAMI
standardima koji su bili vaze¢i u 1998. godini, voda za potrebe hemodijalize nije smijela sadrzavati
viSe od 200 CFU/mL bakterija. Voda za hemodijalizu, koja se analizirala u svrhu istraZivanja,
tretirana je reverznom osmozom i ionskom izmjenom u sustavu na kojem se dezinfekcija vode

provodila svakih 14 dana. Istrazivaci su u razdoblju od 6 mjeseci obradivali uzorke vode za
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hemodijalizu i dijalizata koje su skupljali na prvi dan te na dvanaesti dan od provodenja
dezinfekcije vode. Uzorci su se uzeli na nacin da se mjesto uzorkovanja prvo ocistilo otopinom
natrijevog hipoklorita, zatim je voda pustena da tece od 3 do 5 minuta te su se potom uzorci uzimali
u sterilne staklene posude. Prije obrade, uzorci su se Cuvali na temperaturi manjoj od 5°C.
Nasadeni su na Mac Conkey agar i triptikaza sojin agar, a inkubacija se odvijala 48 sati na
temperaturi od 22°C. Analizirano je ukupno 60 uzoraka vode za hemodijalizu, od ¢ega je 10%,
odnosno 6 uzoraka bilo nesukladno s tada$njim AAMI standardima. Bakterije koje su se
dokazivale u uzorcima bile su samo iz roda Pseudomonas. Buduc¢i da je istrazivanje provedeno
1998. godine, a tada u Republici Hrvatskoj joS nije postojao pravilnik sa standardima koje mora
zadovoljavati voda za hemodijalizu, istrazivanje se provelo na temelju $iroko primjenjivih AAMI

standarda (6).

Talijanski pregledni rad Giuseppea Pontoriera i suradnika iz 2003. godine (7) osvrt je na
izvore onecis¢enja vode za hemodijalizu i manjkavosti sustava proc¢is¢avanja vode. Na temelju
istrazivanja iz Europe i svijeta, talijanski znanstvenici napravili su rezime sukladnosti uzoraka
vode za hemodijalizu sa svjetski priznatim AAMI standardima i standardima Europske
Farmakopeje. Kako je navedeno u radu, prema tadasnjim AAMI standardima u uzorcima vode za
hemodijalizu ne smije biti vise od 200 CFU/mL bakterija, dok u standardima Europske
Farmakopeje uzorci ne smiju sadrzavati viSe od 100 CFU/mL bakterija. Budu¢i da rast bakterija
na hranjivim podlogama ovisi o temperaturi, vremenu inkubacije i samoj hranjivoj podlozi,
znanstvenici isticu da su AAMI preporuke za bakterioloSke analize bazirane na inkubaciji uzorka
na temperaturi 37°C na 48 sati na podlozi TSA (eng. Tryptic Soy Agar, Triptikaza sojin agar) koja
je neselektivna hranjiva podloga, a Europska Farmakopeja ne sadrzi specifiéne metode analize.
Ipak, pokazalo se da su podloge siromasnije hranjivim tvarima kao §to su R2A (Reasoner's 2 agar)
i TGEA (eng. Tryptone Glucose Extract Agar) i duzi vremenski period inkubacije na sobnoj
temperaturi koja je obi¢no izmedu 20 1 23°C jace osjetljive metode pri analiziranju bakterioloske
kontaminacije vode za hemodijalizu. Znanstvenici su u svom radu naveli talijansko istrazivanje iz
24 centra za dijalizu u Lombardiji, za ¢ije uzorke je koriStena hranjiva podloga R2A s inkubacijom
na sobnoj temperaturi kroz 7 dana. Od ukupno 75 analiziranih uzoraka, 15% uzoraka sadrzavalo
je vise od 100 CFU/mL bakterija, a 11% uzoraka imalo je viSe od 200 CFU/mL bakterija. U
jednom centru za dijalizu umjesto reverzne osmoze, zavr$ni dio prociS¢avanja vode bila je

deionizacija kao samostalna tehnika procis¢avanja. Sustavi za distribuciju vode u aparate za
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hemodijalizu bili su sacinjeni od PVC-a u 48% centara za hemodijalizu, a u 28% centara za
hemodijalizu dezinfekcija se obavljala najmanje jednom mjesecno. Znanstvenici su zakljucili kako
je mikrobioloska kakvoca vode za hemodijalizu ¢esto zanemaren problem, bez obzira na relativno
dobre rezultate. Rjesenje problema veceg broja bakterija u vodi za hemodijalizu autori vide u
redovitim provjerama ispravnosti sustava za pripremu vode kako bi se pravovremeno popravili

nedostaci (7).

Americki autori Angela D. Coulliette i Matthew J. Arduino u svom preglednom radu iz
2013. godine (8) bave se prikladno$¢u materijala koji se koriste za odvodnju vode do aparata za
hemodijalizu i metodama kemijske i bakterioloske te analize endotoksina u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (SAD). Kako je navedeno u radu, prema preporukama iz standarda AAMI
iz 2011. godine, koje se odnose na materijale za distribucijski sustav vode za hemodijalizu i
dozvoljene dezinficijense, u najéesée koristene materijale (zbog velike dostupnosti i niskih cijena)
se ubrajaju PVC i nehrdajuci Celik, no najveci procijenjeni problem kod distribucijskih sustava
sac¢injenih od PVC-a je relativno brza istroSenost materijala pod utjecajem protoka vode i
kemijskih sredstava za dezinfekciju sustava. TroSenjem plastiénog materijala stvara se podloga na
kojoj rastu bakterije. Takoder, svi spojevi u sustavu moraju biti sastavljeni na nacin da voda moze
jednoliko protjecati i da bakterije imaju smanjenu moguc¢nost unozavanja na o$trim rubovima
cijevi. Nadalje, u SAD-u su zakonske okvire definirali Centri za zdravstvenu zastitu i usluge
medicinske pomoc¢i (eng. Centers for Medicare and Medicaid Services, CMS), koji su sastavni dio
americkog Odjela za zdravstvo i socijalne usluge (8,9). Standardi CMS-a nesto su blazi od
standarda AAMI 2011, odnosno ukupni broj bakterija u vodi za hemodijalizu mora biti manji od
200 CFU/mL, dok je po AAMI 2011 standardima dozvoljeno manje od 100 CFU/mL bakterija. U
radu se takoder navodi kako razli¢iti hranjivi mediji za rast bakterija, razli¢ita vremena inkubacije
1 razli¢ite temperature daju rezultate u kojima ukupni brojevi bakterija variraju, a pojedini mediji
1 R2A hranjivih podloga za mikrobioloske analize vode za potrebe hemodijalize, a monitoring
vode se treba obavljati jednom mjese¢no na uzorcima iz sustava distribucije vode za hemodijalizu

1, ukoliko se proc¢iS¢ena voda skladisti, na uzorcima iz spremnika procis¢ene vode.
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Prema tabli¢nim podacima iz rada prikazanima na Slici 3., inkubacija koja je definirana
prema standardima iz 2004. godine treba se odvijati 48 sati na temperaturi od 35°C, dok se prema
novim standardima AAMI 2011 preporucuje inkubacija na sobnoj temperaturi (od 17 do 23°C) u

vremenu od 7 dana (8).

Methods, media, incubation and ttume for optimal bactenal monitoring

Dialysis Water and Fluids ™~ Methods Media Incubation parameters (*C. hours)

. - - 1 31550 )
.'\:-'ll.mbmm. filtration TSAS. T(:"'t"l'_-j 35°C, 48 hours
Spread plate
Dip samplers

CMS Il’.<:1.'_uI:LLii.'-n'll

.;\:-'lumbmnc filtration T(:’EAj. R2AG 17-23%C, 7 days
pread plate
Pour plate

ANS Rucommundch

®
Bicarbonate concentrates — methods, media, and incubation parameters are the same as listed above; however, for the recommended monitonng
assay, the media should be supplemented with 4% sodium bicarbonate.
! - .
The current regulation (3) follows the 2004 AAMI recommendations (6).
.
“TSA = Tryptic soy agar.
3 .
TGYE = Standard methods and plate count agar.
4 . -
The 2011 AAMI recommendations have been updated compared to the 2004 recommendations (8).

g
" TGEA = Tryptone Glucose Extract Agar.

f
R2A = Reasoner's Agar Wo. 2.

Slika 3. Tablicni prikaz metoda analize, hranjivih medija, viremena i temperature inkubacije za
optimalnu bakteriolosku analizu. Izvor: Coulliette AD, Arduino MJ. Hemodialysis and water quality
2013. Dostupno na: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23859187/

Autori isticu da je za kvalitetne terapije hemodijalizom vazno provoditi redovite
bakterioloske 1 kemijske kontrole vode za potrebe hemodijalize, voditi evidencije 1 azurirati sve
podatke, no jos je vaznije redovito odrzavati aparaturu koja se koristi u hemodijalizi, kao i educirati
djelatnike o Cimbenicima koji utjeCu na kvalitetu obavljene dijalize. Americkom Centru za
kontrolu bolesti (eng. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) prijavljeno je 13
zabiljezenih pojava mikrobioloSkih kontaminacija u centrima za hemodijalizu, od kojih je 10
bakterioloskih s ukupno 145 slucajeva zaraze i 2 smrtna ishoda u periodu od 1973. do 2008.
godine. Najces¢e bakterije koje su se pojavljivale u uzorcima vode su Burkhloderia cepacia
pronadena u vodi proc¢i§éenoj reverznom osmozom; Enterobacter cloacae; Flavobacterium spp.,

Proteus, Pseudomonas spp. (Pseudomonas aeruginosa) pronadeni u vodovodnoj vodi i slojevima
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smole unutar dijalizatora, iako nije detektiran rezidualni klor nakon deionizacije; Pseudominas
cepacia pronaden je zbog nedovoljno provedene dezinfekcije kontaminirane vode iz slavine koja
se koristila za ¢iS¢enje uredaja za hemodijalizu; zatim Klebsiella pneumonia, Ralstonia picketti,
Sphingomonas paucimobilis i Stenotrophomonas maltophilia. Najveci broj slu¢ajeva mikrobne
kontaminacije javljao se uglavnom zbog nepravilno provedene dezinfekcije, neredovitog ¢is¢enja
sustava za deionizaciju vode, nepravilnog koriStenja smjese dezinficijensa za dezinfekciju
dijalizatora te zbog koriStenja novih kemijskih dezinficijensa zbog ¢ega su nastale pukotine na
membranama dijalizatora i tako se omogucio prolazak bakterija iz dijalizata u krvozilni sustav
pacijenta. Jos neki od izvora mikrobioloSke kontaminacije u centrima za hemodijalizu u SAD-u su
loSe provodenje kontrola infekcija i spremnici s pro¢is¢enom vodom koji su kontaminirani Gram
(-) bakterijama. Osim direktne infekcije preko krvotoka, problem je i to §to se mikroorganizmi iz
kontaminirane vode mogu prenositi na rukama djelatnika do aparata za hemodijalizu ili ¢ak
direktno do pacijenata. Zato americke CMS preporuke slijede Preporuke za prevenciju prijenosa
infekcije kod kroni¢nih pacijenata na hemodijalizi, americkog CDC-a. Neke preporuke koje se
mogu izdvojiti jesu obavezno nosenje rukavica bilo za njegu pacijenta, bilo za koriStenje opreme
I aparata za pojedinog pacijenta uz redovito mijenjanje rukavica i odlaganje u posebne spremnike,
obavezno pranje ruku nakon svakog skidanja rukavica i prilikom dolaska novog pacijenta,
obavezno osiguravanje opreme i aparature striktno za jednog pacijenta kako bi se izbjegla bilo
koja vrsta kontaminacije te obavezno CiS€enje 1 dezinfekcija prostora, aparature i instrumenata
nakon obavljene hemodijalize (8,10). Autori su zakljucili kako je za pravilno odrZavanje
kompletnih sustava u centrima za hemodijalizu vrlo vazno educirati djelatnike te provoditi
programe kontrole infekcija. Takoder je istaknuto kako bi se mikrobioloska i kemijska kontrola
vode za hemodijalizu u SAD-u trebala u budué¢nosti prolagodavati restriktivnijim medunarodnim

standardima kvalitete vode za hemodijalizu (8).

Istrazivanje znanstvenika Parvina Heidarieha i suradnika iz 2016. godine (11) u Iranu
obuhvacalo je pet bolnickih ustanova s centrima za hemodijalizu u kojima se analizirala prisutnost
bakterija u distribucijskim sustavima vode za hemodijalizu. Prema Europskoj Renalnoj
Organizaciji (eng. European Renal Assotiation) i prema tadasnjim AAMI standardima, u uzorcima
vode za hemodijalizu ne smije se nac¢i vise od 100 CFU/mL bakterija. Jedina metoda koja se koristi
za analizu bakterija u uzorcima vode za hemodijalizu u Iranu je nasadivanje bakterija na hranjive

medije Mueller-Hinton agar ili krvni agar te jednostavna biokemijska analiza. Uzorci vode
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prikupljani su od veljate do svibnja 2014. godine u centrima za hemodijalizu jedne bolnicke
ustanove iz Teherana 1 Cetiri bolnicke ustanove iz gradova pokrajine Alborz. Tijekom 4 mjeseca,
prikupljeno je 80 uzoraka iz svih bolnica s 5 mjesta uzorkovanja: voda iz slavine, voda iz spremista
komunalne vode, voda iz izlaznog otvora sustava za procis¢avanje, voda prociSéena reverznom
osmozom te dijalizat prije ili nakon obavljene dijalize. Uzorci su uzimani dan prije provodenja
redovite dezinfekcije peroctenom kiselinom. Uzorci su otpremljeni u sterilnim bocama u hladnim
uvjetima do Mikrobioloskog istrazivackog laboratorija SveuciliSta medicinskih znanosti u
Alborzu. Procjena broja heterotrofnih bakterija radila se nasadivanjem 0,1 i 0,5 mL uzorka na R2A
agar prema AAMI/ISO 13959 normi iz 2014. godine. Uzorci su se inkubirali na 20+£2°C tijekom
7 dana. Prema rezultatima analize, zabiljeZen je velik broj bakterija na R2A agaru u bolnici u
Teheranu, ali i u sve 4 bolnice u pokrajini Alborz. Velik broj uzoraka vode iz izlaznog otvora
sustava za prociS¢avanje i iz sustava reverzne osmoze u bolnicama u Alborz pokrajini sadrzavalo
je viSe od 100 CFU/mL bakterija. Prema izvje$¢ima bolnica, ukupni broj bakterija analiziran na
krvnom agaru i na Mueller-Hinton agaru bio je 0 za sve uzorke, osim bolnice u Teheranu koja je
prijavila Pseudomonas aeruginosa u jednom uzorku vode iz izlaznog otvora sustava za
prociscavanje. U istrazivanju koje se dalje bavilo fenotipizacijom i razvrstavanjem izoliranih
bakterija u skupine, konvencionalnim mikrobioloskim testovima prepoznato je 229 morfoloski
razli¢itih bakterija koje su prema fenotipskim karakteristikama dalje razvrstane u 45 skupina, od
kojih je 17 skupina Gram (-) i 28 skupina Gram (+) bakterija. Utvrden je, dakle, visok stupanj
kontaminacije za sve 4 bolnice u Alborz pokrajini. U istrazivanju nije utvrdena prisutnost
koliformnih bakterija. Budu¢i da se u bolni¢kim sustavima mikrobioloSka analiza vode za
hemodijalizu provodi nasadivanjem na krvni agar i na Mueller-Hinton agar, a u ovom istrazivanju
je potvrdeno da rezultati bolnickih analiza nisu pouzdani, autori isti¢u vaZznost promjena metoda
analize vode za hemodijalizu. IstraZivanjem je potvrdeno da koriStenje R2A agara 1 produzenog
vremena inkubacije na temperaturi od 20+2°C prema AAMI 1SO 13959 normi treba postati temelj
za daljnje bakterioloske analize u Iranu. Autori su zakljucili da je vazno poduzeti sve potrebne
mjere za redovitu i precizniju kontrolu vode te da se trebaju provoditi dodatna istrazivanja kako bi
se utvrdio utjecaj razli¢itih bakterijskih zajednica na sustave za hemodijalizu, a sve to u svrhu

smanjenja rizika od zdravstvenih problema kod pacijenata na hemodijalizi (11).

U radu Shannona A. Novosada i suradnika iz 2019. godine (12) u SAD-u obradeni su

podaci o pojavi infekcija Gram (-) bakterijama kod dijaliziranih pacijenata u 3 ambulantna centra
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za hemodijalizu u periodu od srpnja 2015. do studenog 2016. godine. Pretpostavljeno je kako su
voda i ostale tekuc¢ine za dijalizu u povezanosti s pojavom infekcija Gram (-) bakterijama. U
centrima za hemodijalizu ispitivali su se rezultati rutinskih mjesecnih kontrola vode za
hemodijalizu, dijalizata i vode u zidnim spremnicima, uvuc¢enima u zid pored svakog sustava za
hemodijalizu, koji sluze za priklju¢ivanje aparata za hemodijalizu s vodom koja dolazi iz sustava
proc¢is¢avanja reverznom osmozom i koncentratom za hemodijalizu te za povezivanje odvodnje
potroSenog dijalizata u kanalizacijski sustav. Takoder se procjenjivalo odrzavanje i ¢iScenje
sredi$njih venskih katetera na aparatima za hemodijalizu. Uzorci su se uzimali u Sterilne posude
od 1L iz individualnih slavina i1 iz otvora sustava za prociS€avanje reverznom oSmozom.
Analizirano je ukupno 43 uzorka iz 3 centra za hemodijalizu. U veéini uzoraka vode pronadene su
Gram (-) bakterije, a u svim uzorcima vode iz zidnih spremika nalazile su se bakterije Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter cloacae. Takoder, analiziralo se i 18 izolata
kod pacijenata, kod kojih su se pronasle bakterije Serratia marcescens u 9 sluc¢ajeva, Pseudomonas
aeruginosa u 5 slucajeva i po jedan slucaj Escherichia coli, Burkholderia cepacia, Enterobacter
cloacae i Klebsiella pneumoniae. Nadalje, tijekom ljeta 2016. godine, u 2 od 3 centra za dijalizu
uveo se protokol odrzavanja odvoda u zidnim spremnicima vode i edukacija djelatnika o higijeni
nakon kontakta sa zidnim spremnicima ¢ime se povecala ucestalost provodenja kontrole higijene
ruku kod zaposlenika. Upravo redovitim odrzavanjem zidnih spreminka, pravilnom higijenom
ruku 1 ucestalim kontrolama vode za hemodijalizu 1 dijalizata mogu se sprijeciti masovne pojave

infekcija Gram (-) bakterijama kod dijaliziranih bolesnika (12).
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2. CILJ RADA

Cilj rada bio je navesti bakterijske vrste izolirane iz voda koje se koriste za potrebe
hemodijalize. Istrazivanjem su obuhvacena cCetiri hemodijalizna centra smjeStena na podrucju
Primorsko-goranske zupanije, u Sestogodisnjem razdoblju (2016.-2021.). Utvrdena je prevalencija
izolata pojedinih bakterijskih vrsta te su opisane njihove karakteristike s obzirom na vrstu vodenog

medija iz kojeg su izolirane.

Takoder, dodatni cilj rada bio je utvrditi razlike u pokazatelju UBB pri dvjema
temperaturama inkubacije (37°C/48 h 1 22°C/72 h) izmedu razli¢itih hemodijaliznih centara,

izmedu sezona i godina u promatranom razdoblju.
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3. MATERIJALI | METODE

Bakterioloska kontrola vode za hemodijalizu obavlja se u svrhu utvrdivanja Cistoce 1

ispravnosti opreme za hemodijalizu. Onecis¢enje bakterijama analizira Se U:

uzorcima vode koja se priprema za hemodijalizu (demineralizirana i deionizirana voda)

koncentratu dijalizata prije upotrebe (bikarbonati, acetati)

otopini za dijalizu prije prolaska kroz dijalizator

vodi koja se koristi za ispiranje dijalizatora nakon ¢is¢enja, tj. dezinfekcije

Rezultati obavljenih bakterioloskih analiza iskazuju se u CFU/mL uzorka i identifikacijom
bakterijskih vrsta pronadenih u uzorcima vode prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti vode

za potrebe hemodijalize (5).

Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti vode za potrebe hemodijalize definira nacin
uzorkovanja, vrste ispitivanja na uzorcima vode, kao i ucCestalost provodenja laboratorijskih
analiza vode za hemodijalizu. Zdravstvena ispravnost vode za hemodijalizu kontrolira se jednom
tjedno prilikom otvaranja novih centara za hemodijalizu sve dok se ne zadovolje svi parametri,
jednom mjese¢no u onim centrima za hemodijalizu koji ve¢ imaju uspostavljenu kontrolu, zatim
nakon svakog servisa uredaja za pripremu vode, tj. nakon bilo kakvog tehni¢kog zahvata na
sustavu te nakon saznanja o pojavama bakteriemije, toksi¢nih ili pirogenih manifestacija koje su
se javile kod dijaliziranih pacijenata, ukoliko se mogu povezati sa zdravsvenom ispravno§c¢u vode.
Uzorkovanje za analizu obavlja se i prije i nakon provodenja cjelovite dezinfekcije sustava ukoliko
dolazi do odstupanja od Pravilnikom odredenih mikrobioloskih standarda. Kvaliteta vode koja se
koristi za hemodijalizu ispituje se fizikalno-kemijskim i mikrobiolo§kim analizama, a uzorke vode

koji se $alju na analizu potrebno je uzimati na Pravilnikom definiranim mjestima u sustavu (4, 5).

Svaki centar za hemodijalizu ima svoju shemu i broj kontrolnih mjesta koja odreduje
zasebno s obzirom na broj priklju¢nih mjesta, oblik mreZe i nacin pripreme otopine za provodenje
postupka dijalize. Ukupni broj uzoraka za kontrolu vode koja se koristi za potrebe hemodijalize
odreden na temelju broja kriticnih mjesta na mrezi, u€estalosti kontaminacije uzoraka i ucestalosti

komplikacija kod pacijenata. Naj¢eS¢a mjesta uzimanja uzoraka su:

— mjesta s najvecim rizikom od kontaminacije bakterijama
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— mjesto ulaska tretirane vode u sustav distribucije
— koncentrat dijalizata prije mijeSanja s tretiranom vodom
— dijalizna otopina (pomijesana tretirana voda i dijalizat)
a) prilikom jednosmjernog prolaska nakon prolaza kroz aparat za hemodijalizu
(monitor), a prije prolaza kroz filter za hemodijalizu (dijalizator)
b) prilikom jednosmjerne recirkulacije na periferiji sustava, gdje komora za
recirkulaciju sadrzi otopinu za dijalizu
— mjesto izlaza iz sustava na kojem dolazi do pada aktivne koncentracije

dezinficijensa, odnosno krajnje (najnize) mjesto u sustavu (4).

U ovom radu analizirani podaci dobiveni su mikrobioloskim ispitivanjem uzoraka vode
koja se koristi za potrebe hemodijalize iz Cetiri hemodijalizna centra na podru¢ju Primorsko-
goranske zupanije u razdoblju od Sest godina (2016.-2021.). Ukupan broj ispitanih uzoraka u

zadanom periodu iznosi 573.

Uzorkovanje prema pravilima struke proveli su djelatnici Nastavnog zavoda za javno
zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije, Odsjeka za uzorkovanje i pripadajuéih ispostava prema
normi Kvaliteta vode — Uzorkovanje — 14. dio: Upute za osiguravanje kvalitete i kontrolu kvalitete
pri uzorkovanju i rukovanju uzorcima vode iz okoliSa HRN EN ISO 5667-14:2016 te prema normi
Kakvoca vode — Uzorkovanje za mikrobioloSku analizu HRN EN ISO 19458:2008. Uzorci su
sakupljani u staklenim bocama sa plasticnim ¢epovima kapaciteta 0.5 L koje su prethodno
sterilizirane u autoklavu na temperaturi od 121°C u vremenu od 15 minuta. Pri uzimanju uzorka
vode iz za to definiranog mjesta na postrojenju ili na cjevovodu, mjesto uzorkovanja dezinficirano
je plamenom ukoliko je to mjesto metal ili prebrisano 70%-tnim etilnim alkoholom ukoliko je u
pitanju mjesto uzorkovanja sacinjeno od plastiénog materijala. Nakon dezinfekcije izljevnog
mjesta pustena je voda da tece tri do pet minuta prije uzimanja uzorka u sterilne namjenske boce.
Na svakoj boci s uzorkom zabiljezeno je vrijeme, mjesto i vrsta vode. Ispisani su i Zapisnici s
detaljnim karakteristikama uzoraka i potpisima osoba koje su obavljale uzorkovanje te odgovornog
djelatnika hemodijaliznog centra. Uzorci su dostavljeni u laboratorij za mikrobiologiju voda
Zdravstveno ekoloskog odjela Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije
odmah po zavrSetku uzorkovanja, unutar Cetiri sata uz ¢uvanje uzoraka na sobnoj temperaturi ili

uz pohranu na 2-8°C tijekom 8-24 sata. Obrada uzoraka vrsila se odmah po dostavi.
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Bakterioloska obrada uzoraka obavljala se standardnim, normiranim i akreditiranim
tehnikama i metodama kvantifikacije, pri cemu je broj poraslih kolonija izrazen kao CFU u 1 mL
ili u 100 mL uzorka, ovisno o metodi. U laboratoriju za mikrobiologiju voda Nastavnog zavoda za
javno zdravstvo Primorsko-goranske zupanije provode se akreditirane metode za utvrdivanje i
identifikaciju bakterijskih vrsta: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp.,
Clostridium perfringens, ukupni enterokoki, Escherichia coli i ukupne koliformne bakterije.
Kvalifikacija, odnosno identifikacija poraslih bakterijskih vrsta, koje nisu dio redovitih
akreditiranih metoda koje se provode u laboratoriju obavljala se pomoé¢u VITEK®2 instrumenta ili
API testom (eng. Analytical Profile Index).

Prije obrade, boce s uzorcima bilo je potrebno dobro promijesati kako bi se postigla
ravnomjerna raspodjela mikroorganizama. Otvor boce s uzorkom prenosio se preko plamena radi
dodatne sterilizacije, a zatim se potrebna koli¢ina uzorka izlijevala u sterilni lijevak ili se sterilnom

pipetom nasadivala na Petrijevu zdjelicu ili podlogu krvnog agara.

Nasadivanje uzoraka vrsilo se tehnikom membranske filtracije (MF) kojom je profiltrirano
po 100 mL uzoraka kroz 47 mm sterilne graduirane, bijele filtere koji se sastoje od mijeSanih
celuloznih estera (MCE), a promjer pora filtera iznosi 0,45 um. Radnom uputom (RU 101-200) —
Rukovanje, odrZavanje, CiS¢enje 1 provjera sterilnosti uredaja za membransku filtraciju te
sterilnosti ,,pour plate” metode opisano je odrzavanje sustava za membransku filtraciju i provjera
Cistoce tehnike koja se koristi za obradu uzoraka. Membranska filtracija prikazana je na Slikama
4 i 5. Osim membranskom filtracijom, uzorak je obraden i akreditiranom ,,pour plate* metodom
(metoda izlijevanja hranjivog agara na uzorak u sterilnoj Petrijevoj zdjelici). Ova metoda Kkoristi
se za brojanje ukupnog broja bakterija. Razlijevanjem 0,5 mL uzorka preko plo¢e krvnog agara
utvrdivalo se prisutstvo Proteus spp., ali i identifikacija nepoznatih bakterijskih vrsta koje su

porasle na agaru. Porasle kolonije Proteus spp. na krvnom agaru prikazane su na Slici 6.
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Slika 4. Membranska filtracija Slika 5. Membranska filtracija
Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
Primorsko-goranske Zupanije Primorsko-goranske Zupanije

Slika 6. Proteus na krvnom agaru
Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije

Bakterijske vrste koje najéeS¢e opterecuju hemodijalizne vode su: Pseudomonas spp.,
Flavobacter spp., Acinetobacter spp., Achromobacter spp., Aeromonas spp., Serratia spp.,
Stenotrophomonas spp. i Mycobacterium spp. Uzorci u ovom radu analizirani su na razlicite
odabrane bakterijske vrste koje obuhvacaju Gram (+) i Gram (-) bakterije, netuberkulozne

mikobakterije, kvasce i plijesni koje mogu biti izolirane iz voda za potrebe hemodijalize.
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3.1. UKUPNI BROJ AEROBNIH BAKTERIJA

Utvrdivanje ukupnog broja bakterija (UBB) radeno je prema normiranoj i akreditiranoj
metodi HR EN 1SO 6222:2000 Brojenje uzgojenih mikroorganizama nacjepljivanjem na hranjivi
agar. Nasadivanje uzorka provelo se metodom prelijevanja 15-20 mL otopljenog, temperiranog
hranjivog agara (eng. Yeast Extract Agar, YEA) preko 1 mL uzorka u sterilnoj Petrijevoj zdjelici.
Inkubacija uzorka provodila se na temperaturi od 37°C tijekom 48 sati te na temperaturi od 22°C

tijekom 72 sata. UBB na YEA agaru prikazan je na slikama 7 i 8.

Slika 7. UBB na YEA agaru Slika 8. UBB na YEA agaru
Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
Primorsko-goranske Zupanije Primorsko-goranske Zupanije

3.2. UKUPNE KOLIFORMNE BAKTERIJE | Escherichia coli

Za detektiranje i brojanje E. coli i ukupnih koliformnih bakterija kori$tena je normirana i
akreditirana metoda HRN EN 1SO 9308-1:2014/A1:2017. Prema normi, 100 mL uzorka sterilno
se profiltrira kroz membranski filter veli¢ine pora 0,45 um na aparaturi za membransku filtraciju.
Filtar se asepti¢no prenese na kromogenu selektivnu podlogu CCA agar (eng. Chromogenic
Coliform Agar) koja se inkubira na 36+2°C tijekom 24 sata. Na Slici 9. prikazane plave porasle
kolonije broje se kao E. coli, a razli¢ite varijante rozih ili crveno-rozih bakterija potvrduju se
oksidaza testom. Oksidaza negativne bakterije identificiraju se kao ukupne koliformnne bakterije,
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dok se oksidaza pozitivne bakterije dalje identificiraju API testom ili VITEK®2 instrumentom.

Kromogena podloga, odnosno CCA agar pogoduje i rastu Aeromonas spp.

Slika 9. Escherichia coli na CCA agaru
Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
Primorsko-goranske Zupanije

3.3. Pseudomonas aeruginosa

Za detekciju i brojanje Pseudomonas aeruginosa koristena je normirana i akreditirana
metoda HRN EN ISO 16266:2008. Prema normi, 100 mL uzorka vode za hemodijalizu obradeno
je metodom membranske filtracije kroz filter veli¢ine pora 0,45 pum. Sterilni filter asepti¢no se
prenosi na selektivnu podlogu CN-agar (agar s dodatkom antiseptika cetrimida i nalidikcinske
kiseline) koji se inkubira na temperaturi od 41,5+0,5°C u periodu od 48 sati. Nakon inkubacije
izbrojane su sve kolonije koje produciraju plavo zelenu boju kao dokaz P. aeruginosa, $to je
vidljivo na Slici 10. Za ostale porasle kolonije membranski filter postavljen je pod UV lampu.
Fluoresciraju¢e kolonije prikazane na Slici 11. dalje se razraduju nasadivanjem na hranjivi agar
(NA nutrient agar) i inkubiraju se na 36+£2°C tijekom 24 sata. Nakon potvrde oksidaza testa
(oksidaza pozitivan) razrada se nastavlja dokazivanjem deaminacije acetamida pomocu acetamid
bujona (AB bujon) i inkubira na temperaturi 36+2°C u periodu od 24 sata. Nesslerovim reagensom
ocitava se pozitivna reakcija stvaranjem ciglasto crvene boje i taloga. Crveno smede kolonije koje

ne fluoresciraju potvrdene su kao P. aeruginosa ukoliko je dobivena pozitivna reakcija
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nasadivanjem kolone na AB bujon i inkubacijom na 36+2°C tijekom 24 sata 1 nasadivanjem na
King's B medij te inkubacijom na 36x2°C tijekom 5 dana. Na King's B mediju se razvija

fluorescencija ukoliko se radi o P. aeruginosa. Ostale porasle kolonije kojima rast pogoduje CN

agaru, a to su uglavnom bakterijske vrste srodne Pseudomonas spp., identificirane su pomocu API
testa ili VITEK®2 instrumenta.

Slika 10. P. aeruginosa na CN-agaru Slika 11. P.aeruginosa
Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo
Primorsko-goranske Zupanije Primorsko-goranske Zupanije

3.4. CRIJEVNI ENTEROKOKI

Normirana i akreditirana metoda HRN EN 1SO 7899-2:2000 koristi se za odredivanje i
brojanje crijevnih enterokoka. Nakon membranske filtracije 100 mL uzorka, filter se asepticno
prenosi na selektivnu podlogu Slanetz Bartley agar (SBA agar) koja se inkubirala na 36£2°C
tijekom 48 sati. Filter s poraslim kolonijama prenosi se na BAA agar (eng. Bile Aesculine agar,
zuéni eskulin azid agar) i1 inkubira se 2 sata na temperaturi od 40+0,5°C. Crijevni enterokoki
hidroliziraju eskulin ¢iji krajnji produkt reagira sa zeljezovim (II) ionima iz BAA agara pri cemu

nastaje crno obojeni kompleks koji difundira u podlogu, kao sto je prikazano na Slici 12.
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Slika 12. Crijevni enterokoki na SBA agaru (lijevo) i na BAA agaru (desno)
Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije

3.5. Staphylococcus aureus

Za detekciju i brojanje Staphylococcus aureus koristena je akreditirana standardna metoda
ameri¢kog javnozdravstvenog udruzenja (eng. American Public Health Association — APHA),
Standard methods, 23 Ed. 9312 B, 2017. Tehnikom membranske filtracije 100 mL uzorka
profiltrira se kroz bijeli, sterilni graduirani filter od celuloznog nitrata s veli¢inom pora od 0,22
Mm. Filter se asepti¢no prenosi na selektivnu podlogu BP egg agar (Braid Parker + eng. Egg Yolk
hranjivi agar) i kultivira se 48 sati na temperaturi 36+2°C. Tipi¢ne kolonije S.aureus su crne do
sive boje, svjetlucave, konveksne (promjera 1,5-2,5 mm nakon 48 sati inkubacije), okruzene
Cistom zonom, §to je vidljivo na Slici 13. Nakon najmanje 24 sata moze se pojaviti unutar bistre
zone opalescentni prsten u neposrednom kontaktu s kolonijom. Suspektne kolonije nasadene su na
BHI bujon (eng. Brain-Heart Infusion bujon) i inkubirane 24 sata na temperaturi 36£2°C. Nakon
toga je napravljen koagulaza test s plazmom kunica. Pozitivan koagulaza test diferencira S. aureus
od ostalih Staphylococcus spp. Osim koagulaza testa radeni su i mikroskopski preparat, katalaza

test, razgradnja manitola i DNA-za test.
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Slika 13. Staphylococcus aureus na BP egg Slika 14. Staphylococcus aureus
agaru Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije
Primorsko-goranske Zupanije

3.6. Clostridium Perfringens

Za odredivanje i brojanje Clostridium perfringens koristena je normirana i akreditirana
metoda HRN EN ISO 14189:2016. Nakon membranske filtracije 100 mL uzorka kroz filter MCE
veliCine pora 0,45 pm, filter se asepticno prenosi na selektivnu podlogu TSC agar (eng. Tryptose
sulphite cycloserin agar) te se inkubira anaerobno na 44+1°C tijekom 24 sata. Porasle crne ili sive
do Zuto-smede kolonije dalje se presaduju na krvni agar te se anaerobno kultiviraju na 36+£2°C
tijekom 24 sata. Potvrdni test za Clostridium perfringens, kiselom fosfatazom, provodi se tako da
se sumnjive kolonije razmazu po filter papiru te se na njih nanesu 2-3 kapi reagensa Kisele
fosfataze. Pojava ljubiCaste boje u roku od 3 do 4 minute smatra se pozitivnom reakcijom i

dokazom Clostridium perfringens.

3.7. OSTALE VRSTE BAKTERIJA
Identifikacija nepoznatih bakterijskih vrsta radena je pomocu instrumenta VITEK®2

COMPACT i API testom.

API® ID strip range, indeks analitickog profila, klasifikacija je bakterija na temelju
biokemijskih testova §to omogucuje brzu identifikaciju bakterija. S viSestrukim biokemijskim
reakcijama u stripovima s po 20-ak testova te uz Siroku bazu podataka identifikacija bakterija

pomoéu API® je pouzdana i toéna za prepoznavanje opéeprisutnih i poznatih bakterijskih vrsta.
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Vitek® 2 COMPACT je sustav koji koristi fluorogenu metodologiju za identificiranje
organizama i turbidimetrijsku metodu za testiranje osjetljivosti pomocu kartice na kojoj se nalazi
oko 60 testova. Opsezan broj i izbor testova omogucuju identifikaciju bakterijske vrste i vidljivost

unutar 5 sati.

3.8. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada rezultata provedena je pomocu programa Microsoft Excel 2016 i
programa Tibco Statistica 14.0.0. 15 softverskog paketa (Tibco Software Inc., Palo Alto, CA,
USA). Za graficku obradu podataka koristena je deskriptivna statistika: srednja vrijednost rezultata
u programu Microsoft Excel i Median test Kruskal-Wallis H testa u programu Tibco Statistica, jer
dobiveni podaci nemaju ,,normalnu®, odnosno Gaussovu raspodjelu. Za statisticku obradu
rezultata koriSteni su neparametrijski testovi, Kruskal-Wallis H Test (K-W H) i Spearmanova

korelacija, kod kojih je statisticki znacajna razlika odredena na razini pouzdanosti p<0,05.
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4. REZULTATI

Na ukupnom broju od 573 ispitanih uzoraka voda koje se koriste u hemodijalizi izolirane

su i identificirane 23 bakterijske vrste, koje su navedene u Tablici 2.

Tablica 2. Bakterijske vrste izolirane iz uzoraka vode za hemodijalizu iz Cetiri centra za hemodijalizu u
Primorsko-goranskoj Zupaniji

Redni ) . Raspon broja bakterija ) o
. Naziv bakterije Broj pozitivnih uzoraka
broj [CFU/100mL]
Achromobacter
1. ] 10 - 2000 4
xylosoxidans
2. Acinetobacter Iwoffii 2000 1
3. Aeromonas hydrophila 4 1
4. Escherichia coli 1 2
5. Neisseria animaloris 2000 2
6. Neisseria zoodegmatis 2000 2
7. Oligella ureolytica 2000 2
8. Pantoea spp. 1300 2
Pseudomonas
9. ) 3-1300 4
aeruginosa
10. Pseudomonas stutzeri 60 - 260 3
11. Ralstonia insidiosa 22 -1300 4
Ralstonia
12. R 500-1300 3
mannitolilytica
13. Ralstonia picketti 1300 1
Sphignomonas
14. S 600 2
paucimobilis

28



15. Staphylococcus aureus 1-35 3

Staphylococcus

16. ) o 1 1
epidermidis
Staphylococcus

17. Py ] 1-2 2
haemolyticus

18. Staphylococcus hominis 4 1

19. Staphylococcus warneri 2-8 2

20. Streptococcus mitis 10-20 2

21. Streptococcus oralis 10-20 2
Ukupne koliformne

22. N 1-14 5
bakterije

23. Crijevni enterokoki 1 1

Nadalje, usporedbom dobivenih vrijednosti pokazatelja UBB na dvjema temperaturama
(37°C/48 h i 22°C/72 h) izmedu razli¢itih centara za hemodijalizu, izra¢unate su za svaki pojedini

skup podataka srednje vrijednosti koje se nalaze u Tablici 3.

Tablica 3. Srednje vrijednosti UBB 37°C/48 h i UBB 22°C/72 h izrazenih u CFU/mL za Cetiri
hemodijalizna centra (subjekta)

Broj - Srednja vrijednost
o Srednja vrijednost UBB
Subjekt | analiziranih UBB 22°C/72 h
37°C/48 h(YEA) [CFU/mL]
uzoraka, n (YEA) [CFU/mL]
A 297 27,06 20,32
B 101 0,62 2,70
C 107 7,96 8,50
D 68 0,43 0,43
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Na temelju dobivenih srednjih vrijednosti izraden je graficki prikaz (Slika 15.) iz kojeg je
vidljivo da centar za hemodijalizu A ima najvec¢u srednju vrijednost UBB i na temperaturi 37°C/48
h (27,06 CFU/mL) i na temperaturi 22°C/72 h (20,32 CFU/mL), a ujedno ima i najveci broj
analiziranih uzoraka (n=297). Najmanju srednju vrijednost pokazatelja UBB na temperaturi 37°/48

hina22°C/72 h ima centar za hemodijalizu D, koji ima najmanji broj analiziranih uzoraka (n=68).

Usporedba UBB 37°C/48h (YEA) i UBB 22°C/72h(YEA) po subjektima

30,00
25,00
20,00
15,00

10,00

UBB [CFU/mL]

5,00

0,00 — H

A B C D
Subjekt

mUBB/37(YEA) [ UBB/22 (YEA)

Slika 15. Usporedba srednjih vrijednosti pokazatelja UBB (YEA agar) izraZenog u CFU/mL pri
temperaturama 37°C/48 h i 22°C/72 h izmedu Cetiri hemodijalizna centra (subjekta): A, B, C, D

Kruskal-Wallis H test je ukazao da izmedu medijana pojedinih skupina podataka postoje
statisticki znacajne razlike. Post hoc testom viSestrukog usporedivanja utvrdeno je da
hemodijalizni centar A ima statisticki znacajno ve¢i medijan vrijednosti UBB na obje ispitane
temperature 37°C/48 h i 22°C/72 h u odnosu na ostale centre ukljucene u istrazivanje (Slike 16. i
17.). Kod temperature od 37°C/48 h statisticki se znacajno razlikuju i hemodijalizni centar B od C
te C od D dok pri temperaturi od 22°C/72 h kod ostalih centara nije utvrdena statisticki znacajna

razlika.
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Slika 17. Usporedbe medijana za vrijednosti UBB 22°C/72 h izrazenih u CFU/mL
izmedu 4 hemodijalizna centra (subjekta): A, B, C, D; Kruskal-Wallis H test
(minimum, maksimum, donji i gornji kvartil te medijan)

70
& Median
—_ [ 25%-75%

60 T Non-Outlier Range

50 L
_ 40
—
=
E
S g
-
@
1]
1]
= 20

10

L 4
0 —— ——
-10 .
A B o D
Subjekt

Slika 16. Usporedbe medijana za vrijednosti UBB 37°C/48 h izrazenih u CFU/mL
izmedu 4 hemodijalizna centra (subjekta): A, B, C, D, Kruskal-Wallis H test
(minimum, maksimum, donji i gornji kvartil te medijan)



Tablica 4. prikazuje izraCunate srednje vrijednosti svakog skupa podataka za UBB na

dvjema temperaturama tijekom 6 godina (2016.-2021.)

Tablica 4. Srednje vrijednosti UBB 37°C/48 h i UBB 22°C/72 h izrazenih u CFU/mL tijekom 6 godina

Broj analiziranih
Godina uzoraka, UBB/37(YEA) UBB/22 (YEA)
2016 70 2,64 3,29
2017 76 12,58 13,43
2018 82 30,46 24,12
2019 97 30,10 24,57
2020 114 8,46 7,54
2021 134 10,89 5,80

Na linijskom grafikonu, Slika 18., koji je izraden na temelju podataka o broju analiziranih
uzoraka iz Tablice 4., jasno se vidi kako je broj analiziranih uzoraka godis$nje u porastu tijekom 6

godina.

Porast broja analiziranih uzoraka tijekom godina

100 /
w b

broj analiziranih uzoraka

2016 2017 2018 2019 2020 2021

godina

Slika 18. Graficki prikaz porasta broja analiziranih uzoraka vode za potrebe hemodijalize

tijekom 6 godina: 2016.-2021.
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Na Slici 19., graficki prikaz srednjih vrijednosti UBB tijekom 6 godina pokazuje da je u
2018. godini najveca srednja vrijednost UBB na 37°C/48 h (30,46 CFU/mL). Medutim na
temperaturi 22°C/72 h najveca srednja vrijednost bila je u 2019. godini (24,57 CFU/mL).
Najmanja srednja vrijednost UBB utvrdena na obje temperature bila je u 2016. godini, u kojoj je

najmanji broj analiziranih uzoraka (n=70).

Usporedba UBB 37°C/48h (YEA) i 22°C/72h (YEA) po
godinama

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

UBB [CFU/mL]

10,00 L — e "
5,00 H — - — .
0,00 : i
2016 2017 2018 2019 2020 2021
Godina
EUBB/37(YEA) 1 UBB/22 (YEA)

Slika 19. Usporedba srednjih vrijednosti pokazatelja UBB (YEA agar) izrazenog u CFU/mL pri
temperaturama 37°C/48 h i 22°C/72 h tijekom Sest godina: 2016.- 2021.

Kruskal-Wallis H testom (Slika 20. i Slika 21.) utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike
medu medijanima pojedinih grupa podataka na objema temperaturama. Post hoc testom
visestrukog usporedivanja utvrdeno je da 2019. godina ima statisticki znacajno veéi medijan
vrijednosti UBB na obje ispitane temperature (37°C/48h i 22°C/72h) u usporedbi s ostalim
godinama uklju¢enim u istrazivanje. Na obje temperature, statisticki znacajno se razlikuju
medijani vrijednosti UBB za 2016. i 2018. te 2016. i 2019. godinu, zatim 2017. i 2019. godinu,
2018. 1 2021. godinu, 2019. 1 2020. godinu te 2019. 1 2021. godinu, dok izmedu ostalih godina

nema statisticki znac¢ajnih razlika.

33



70
& Median

[] 25%-75%
T Non-Outier Range _

UBB/A7 (cfu/mL)

20

| o U ae

2016 2017 2018 2019 2020 2021
Godina

Slika 20. Usporedbe medijana za vrijednosti UBB 37°C/48 h izrazenih u CFU/mL
tijekom 6 godina: 2016.-2021.; Kruskal-Wallis H test (minimum, maksimum, donji
i gornji kvartil te medijan)
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Slika 21. Usporedbe medijana za vrijednosti UBB 22°C/72 h izrazenih u CFU/mL
tijekom 6 godina: 2016.-2021.; Kruskal-Wallis H test (minimum, maksimum, donji
i gornji kvartil te medijan)



Izracunate srednje vrijednosti UBB za svaki pojedini skup podataka na dvjema

temperaturama prikazane su u Tablici 5.

Tablica 5. Srednje vrijednosti UBB 37°C/48 h i UBB 22°C/72 h izrazenih u CFU/mL za Cetiri sezone

Broj analiziranih
Sezona UBB/37(YEA) UBB/22 (YEA)
uzoraka, n
Zima 130 8,63 3,00
Proljece 130 15,32 15,18
Ljeto 150 25,79 20,86
Jesen 163 12,28 10,77

Na temelju dobivenih srednjih vrijednosti izraden je graficki prikaz (Slika 22.) na kojem je

vidljivo da je najveca srednja vrijednost UBB ljetnoj sezoni na temperaturi 37°C/48 h (25,79
CFU/mL) i 22°C/72 h (20,86 CFU/mL). Najmanja srednja vrijednost UBB je bila u zimskoj sezoni
za obje ispitane temperature (8,63 CFU/mL na 37°C/48 h i 3,00 CFU/mL na 22°C/72 h).

Usporedba UBB 37°C/48h (YEA) i 22°C/72h (YEA)
PO sezonama
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25,00
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Slika 22. Usporedba srednjih vrijednosti pokazatelja UBB (YEA agar) izraZzenog u CFU/mL pri

temperaturama 37°C/48 h i 22°C/72 h po sezonama. Zima, Proljece, Ljeto, Jesen
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Kruskal-Wallis H test pokazao je da se medijani pojedinih skupina rezultata medusobno
statisti¢ki znacajno razlikuju. 1z Post hoc testa visestruke usporedbe vidljivo je da ljetna sezona
ima statisticki znacajno ve¢i medijan vrijednosti UBB od ostalih sezona na obje ispitane
temperature. Utvrdeno je da se na temperaturi 37°C/48h statisticki znacajno razlikuju medijani
vrijednosti UBB izmedu ljetne i zimske sezone, dok se izmedu ostalih sezona nije utvrdila
statistiCki znacajna razlika. Pri temperaturi 22°C/72 h utvrdena je statisticki znacajna razlika u
vrijednostima UBB izmedu zime i proljeca, zime i ljeta te zime i jeseni, dok izmedu ostalih sezona

bilo statisti¢ki znacajnih razlika u UBB na navedenoj temperaturi.
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Slika 24. Usporedbe medijana za vrijednosti UBB 37°C/48 h izrazenih u
CFU/mL po sezonama: Zima, Proljece, Ljeto, Jesen; Kruskal-Wallis H test
(minimum, maksimum, donji i gornji kvartil te medijan)
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Slika 23. Usporedbe medijana za vrijednosti UBB 37°C/48 h izrazenih u
CFU/mL po sezonama: Zima, Proljece, Ljeto, Jesen; Kruskal-Wallis H test
(minimum, maksimum, donji i gornji kvartil te medijan)

Spearmanovom korelacijom, koja je prikazana na Slici 25., utvrdeni su korelacijski odnosi
izmedu pojedinacénih vrsta bakterija i njihova povezanost s vrijednostima UBB na temperaturama
37°C/48 hi 22°C/72 h, a ova vrsta statistiCkog testa koriStena je jer postoje rezultati u kojima UBB
znafajno odstupa od vecéine izmjerenih rezultata. Iz rezultata dobivenih provodenjem testa

Spearmanove korelacije utvrdene su sljedece korelacije sa statisticki znacajnim razlikama:

— Porast vrijednosti UBB na 37°C/48 h i 22°C/72 h u uzorku pracen je statisticki zna¢ajnim
porastom broja P. aeruginosa.
— Porast broja ukupnih koliformnih bakterija, pracen je statisticki znac¢ajnim rastom broja

kolonija E. coli.

— Utvrdena je pozitivna povezanost pokazatelja UBB na 22°C/72 h i UBB na 37°C/48 h.
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Spearman Rank Crder Correlations { Spreadsheetd5)

VD pairwise deleted

Marked correlations are significant at p <,05000
Variable SA [ PA CP [ Proteus | ENT [ EC [ UK | UBBGT(YEA) | UBB/22 (YEA)
SA 1,000000 -0.006093 -0.004301 -0.004301 -0.007489 0,055089 0.060131
PA -0,006093 1,000000 -0.004971 -0.,004571 -0,008655 0.088227 0,098583
cP 1,000000
Prateus 1,000000
ENT -0,004301 -0.004571 1.000000 -0,003503 -0,006099 0034273 -0.006562
EC -0,004301 -0,004571 -0,003503 1,000000 0,575312 0,025646 -0,015213
UK -0,007489 -0.008655 -0.006099 0578312 1,000000 0038017 0.035155
UBB/3T(YEA) 0,055089 0.088227 0,034273 0.025646 0,038017 1.000000 0,718280
UBB/22 (YEA) 0,060131 0,098583 -0.006562 -0.015213 0,035155 0,718280 1,000000

Slika 25. Spearmanova korelacija
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5. RASPRAVA

U SestogodiSnjem razdoblju, od pocetka 2016. do kraja 2021. godine u 4 razli¢ita centra za
hemodijalizu u Primorsko-goranskoj zupaniji utvrdene su 23 vrste bakterija. Najvise bakterijskih
vrsta izolirano je u uzorcima za hemodijalizni centar A (22 od ukupno 23 vrste).Istrazivanja iz
Europe i svijeta vezana za neke od utvrdenih vrsta bakterija pojaSnjavaju njihov utjecaj na ljudsko

zdravlje i nacine na koji se pojavljuju u sustavima hemodijalize.

5.1. Achromobacter xylosoxidans

Achromobacter xylosoxidans pronaden je u uzorcima vode uzorkovanim u centru za
hemodijalizu A, u permeatu — Cistoj vodi nakon procesa reverzne osmoze, a broj kolonija iznosio
je najvise 2000 CFU/100 mL. A. xylosoxidans je Gram (-), aerobni, oksidaza pozitivni,

nefermentirajuéi bacil.

Navedena bakterija prirodno se nalazi u ljudskom organizmu, pretezito u kozi i probavnom
traktu, a za imunokompromitirane osobe moze biti vrlo patogen i uzrokovati razliite oblike
infekcija, npr. meningitisa i bakterijemije — prisutnosti bakterija u krvnome protoku. Spanjolski
rad iz 2014. godine (14) opisuje pojavu A. xylosoxidans kod dva pacijenta na hemodijalizi u istom
centru za hemodijalizu na isti datum. U prvom slucaju, imunokompromitirana pacijentica iz
(hipertenzija, dijabetes, pretilost), nakon tretmana hemodijalizom, primljena je u bolnicu s
klasi¢nim simptomima povezanim s bakterijemijom — poviSenom temperaturom i drhtavicom.
Analize su potvrdile pozitivnu hemokulturu na Staphylococcus aureus, dok su pozitivne kulture
A. xylosoxidans i Enterococcus faecalis utvrdene nalazom s katetera. Stanje pacijentice se
poboljsalo kombiniranom terapijom antibioticima za ove tri bakterije. Drugi slu¢aj odnosio se na
pacijenta oboljelog od kroni¢ne bubrezne bolesti i kroni¢nog glomerulonefritisa na visegodis$njoj
hemodijalizi. Na vaskularnom pristupu za lijeCenje hemodijalizom pojavila se ulceracija (stvaranje
¢ira) na kozi iz koje je izolirana bakterijska vrsta A. xylosoxidans. Moguc¢i razlozi infekcije su
prijenos odje¢om ili rukama zdravstvenih djelatnika ili kontaminacija dijalizata. Antibiotska

terapija se pokazala neuspjesnom te je uklonjena fistula i ugraden novi vaskularni pristup (14).

5.2. Acinetobacter lwoffii
Acinetobacter lwoffii utvrden je u uzorcima vode analiziranima za centar za hemodijalizu

A, u permeatu, u koli¢ini od 2000 CFU/100 mL. To je Gram (-), aerobna, oksidaza negativna,
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nefermentirajuca bakterija (bacil) koja obi¢no kolonizira kozu, no moze uzrokovati i bakterijemije
kod hospitaliziranih bolesnika. Najée$ce se izolira iz hrane. Za A. lwoffii u literaturi nisu pronadeni

¢lanci koji povezuju bakteriju s hemodijalizom.

5.3. Aeromonas hydrophila
Aeromonas hydrophila pronaden je u uzorcima vode koji su analizirani za centar za
hemodijalizu A u permeatu, u koli¢ini kolonija 4 CFU/100 mL. To je Gram (-), oksidaza pozitivan,

fermentirajuci, fakultativno anaeroban bacil.

Navedena bakterija koja zivi u vodenom okoliSu, moze se naci u ribi, pticama i prirodnoj
zemlji. Cesto uzrokuje infekcije kod imunokompromitiranih domaéina. MoZe uzrokovati probavne
1 neprobavne infekcije, najéeS¢e bubrezne bolesti, bakterijemije, sepsu, meningitis, pneumonije 1
respiratorne infekcije. U radu iz Pakistana, iz 2013. godine (15) znanstvenici su predstavili slucaj
infekcije A. hydrophila kod imunokompromitiranog pacijenta (hipertireoza, ishemijska bolest srca
I zatajenje bubrega) zbog ¢ega je u njegovo lijeCenje uveden tretman hemodijalizom kroz centralni
venozni Kateter. Pacijent je primljen u bolnicu sa simptomima povisene tjelesne temperature,
blagog kaslja, pjenastog sputuma i iskasljavanja krvi. Uzet je uzorak krvi iz periferne vene i bris
katetera za dijalizu. Oba uzorka su bila pozitivna na prisustvo A. hydrophila. Medutim, u uzorku
otopine za hemodijalizu nije porasla nijedna bakterijska vrsta. Pacijentu je uklonjen kateter nakon
obavljene hemodijalize, a za lijecenje infekcije propisana mu je terapija antibioticima. Prema
tvrdnjama znanstvenika iz Pakistana, infekcija A. hydrophila rijetko se povezuje s kontaminacijom
katetera, odnosno ¢eS¢a je mogucnost inficiranja preko kontaminirane vode za hemodijalizu 1
dijalizata. Znanstvenici smatraju kako se je infekcija A. hydrophila u ovom slu¢aju mogla prosiriti
koznim putem §to je dovelo do Sirenja bakterija preko koZze do otvorenog pristupa katetera. Isto
tako, postoji moguénost kontaminacije kontaktom od strane pacijenta ili od strane zdravstvenih
djelatnika koji su prethodno bili u dodiru s kontaminiranom vodom ili otopinom za hemodijalizu.
Kao najbolje rjeSenje za oporavak pacijenta svakako je istaknuto pravovremeno uklanjanje

katetera i brza reakcija terapijom antibioticima (15).
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5.4. Escherichia coli
Escherichia coli pronadena je u uzrocima vode koji su analizirani za centar za hemodijalizu
A, u permeatu, u koli¢ini 1 CFU/100 mL. E. coli je Gram (-), oksidaza pozitivan, fermentirajuci i

fakultativno anaeroban bacil.

E. coli je jedan od rutinskih pokazatelja zdravstvene ispravnosti vode prema Pravilniku
(NN 125/17, NN 39/20) koja se analizira u laboratoriju za mikrobiologiju voda u Nastavnom
zavodu za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije. Jedan je od najce$¢ih patogena
mokra¢nog sustava, osobito u slabije razvijenim zemljama. U francuskom radu iz 2019. godine
(16) opisan je slu¢aj pacijentice na hemodijalizi tretirane terapijom zracenjem radi raka maternice.
U bolnicu je primljena zbog poviSene temperature, opce slabosti i diareje. Kroni¢na diareja kod
pacijentice uzrokovana je radijacijskim rektitisom zbog terapija zra¢enjem. U hemokulturi je
izolirana E. coli otporna na amoksicilin (antibiotik). Terapiju antibioticima primala je 2 tjedna,
nakon ¢ega je primljena na jedinicu intenzivnog lijecenja zbog intenzivnog plu¢nog edema te je
nekoliko sati kasnije razvila akutnu ishemiju donjeg lijevog ekstremiteta. Nakon veéih
komplikacija dijagnosticiranih na srcu, svi znakovi su upuéivali na dijagnozu nativnog
endokarditisa i arterijske embolije, a to su uzroci ishemije lijevog uda. Po zavrsetku operativnog
zahvata, doSlo je do zatajenja srca i1 pacijentica je uslijed komplikacija umrla. Iz kirur§kih uzoraka
embolusa i sr¢anog zalistka izolirana je E. coli koja proizvodi B-laktamazu. Znanstvenici su
istaknuli kako je E. coli rijedak uzro¢nik infektivnog endokarditisa, a nijedna studija nije posebno
istrazivala svojstva i rezultate infektivnog endokarditisa E. coli. U radu je zaklju¢eno kako postoje
velike poteSkoce u dijagnosticiranju infektivnog endokarditisa kod pacijenata, osobito ako pacijent
nema nikakvih klini¢kih simptoma ili ako ne postoji bakterioloSka naznaka. Takoder, lijecnici
trebaju imati na umu da je hemodijaliza jedan od vec¢ih ¢imbenika rizika za razvoj endokarditisa.
Endokarditis izazvan E. coli moze se lijeciti kombiniranim terapijama antibioticima, a u tezim

slucajevima vazna je i brza kirurSka intervencija (16).

5.5. Neisseria animaloris i Neisseria zoodegmalis
U uzorcima vode, odnosno permeata za centar za hemodijalizu A utvrdene su bakterijske
vrste Neisseria animaloris i Neisseria zoodegmatis s ukupnim brojem poraslih kolonija 2000

CFU/100 mL. One su fakultativno anaerobni, Gram (-), oksidaza pozitivni koki.
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Najces¢e infekcije povezane s ugrizima zivotinja su infekcije rana koje su obi¢no
polimikrobne i ukljucuju razlicite vrste bakterija. N. animaloris i N. zoodegmatis su rijetki patogeni
koji se prenose ugrizom macaka i pasa, najcesce se izoliraju iz normalne flore usne Supljine tih
zivotinja. Ljudske infekcije N. animaloris i N. zoodegmatis obi¢no su lokalne infekcije rana, no
moguci su razvoji ozbiljnijih komplikacija poput bakteriemije, sepse, endoftalmitisa — upale
dijelova oka (17). U pretrazenoj literaturi ne postoje podaci na temelju kojih se ove dvije bakterije
mogu povezati sa sustavom hemodijalize, no svakako treba imati na umu da je najvazniji faktor
prevencije infekcija ovim bakterijama pravilna higijena pacijenata, ali i zdravstvenih djelatnika na

hemodijalizi, koji imaju kuéne ljubimce.

5.6. Oligella ureolytica

Oligella ureolytica pronadena je u uzorcima permeata za centar za hemodijalizu A, u

koli¢ini od 2000 CFU/100 mL. Ubraja se u aerobne, Gram (-), oksidaza pozitivne kokobacile.

O. ureolytica pripada rodu Oligella, pojavljuje se prvotno u mokraci, osobito kod
pacijenata koji dugotrajno imaju ugradene sustave za odvodenje mokrace. Inficirane osobe skloni
su razvoju kamenca u mokraénom mjehuru, a bakteriemija je zabiljeZzena kod pacijenata s
opstruktivnom uropatijom — poremecajem normalnog protoka mokrace. Infekcije O. ureolytica
dijagnosticiraju se kulturom bakterija (18). U pretrazenoj literaturi ne postoje podaci i istrazivanja

koja povezuju O. ureolytica i infekcije pacijenata tijekom tretmana hemodijalizom.

5.7. Pantoea spp.

Pantoea spp. pronadena je u uzorcima vode za centar za hemodijalizu A, u permeatu, a
broj kolonija je 1300 CFU/100 mL. Ova bakterija je fakultativno anaeroban, Gram (-), oksidaza
negativan, pokretan bacil.

Vrste roda Pantoea mogu se izolirati iz tla, vode, biljaka, sjemenja, ali i iz ljudskog i
zivotinjskog probavnog sustava. Pronalaze se i u krvi i urinu. Oportunisticki su patogeni i uzroc¢nici
su infekcija mokraénog sustava, infekcija kirurskih rana i infekcija krvotoka kod osoba koje imaju
ugradene katetere. U Spanjolskom radu iz 2020. godine (19) opisana je pojava epidemije
bakteriemije uzrokovane Pantoea spp. bakterijom u jednom centru za hemodijalizu, gdje su se u
istom tjednu pojavila 3 slucaja kod pacijenata u razli¢itim smjenama, na razli¢itim aparatima za

hemodijalizu uz nadzor razli¢itog medicinskog osoblja. U centru je bilo ukupno 30 pacijenata, svi
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su imali ugradene jugularne centralne venozne katetere. Troje pacijenata, koji su zahvaceni
infekcijom mikroorganizma, na mjestu obavljanja hemodijalize u prvom satu procesa dobili su
simptome povisene temperature do 40°C, slabog opéeg stanja, a kod dvoje od troje pacijenata
javilo se i povracanje. Uzete su hemokulture iz katetera i pozitivne su na bakterije iz roda Pantoea.
Obavljena su epidemioloska 1 mikrobioloska istrazivanja na uredaju za hemodijalizu, uzeti su
uzorci i izradene su kulture vode nakon procisS¢avanja, tekucine za dijalizu, pufera te iz dijalizatora
1 sustava cijevi za odvodenje 1 dovodenje tekucine u uredaj, te kona¢no u odvodima gdje se je
potvrdio rast Pantoea spp. Moglo se pretpostaviti da je zdravstveno osoblje prijenosnik navedene
bakterije, s obzirom da nakon kontakta s vodom rukuju s vaskularnim pristupima uredaja za
hemodijalizu. Nakon otkrivanja pojave Pantoea spp., pravilnog ¢i$¢enja i dezinfekcije sustava za
hemodijalizu te azuriranja protokola zdravstvenih djelatnika za rukovanje vodom i uredajem za
hemodijalizu, viSe nije bilo novih slu¢ajeva infekcije. Znanstvenici istiCu da su ¢imbenici sigurnog
provodenja terapije hemodijalizom pravovremeno otkrivanje patogena, definiranje kriti¢nih

tocaka i brza reakcija u svrhu sprjecavanja daljnjeg Sirenja mikroorganizma (19).

5.8. Pseudomonas aeruginosa i Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas aeruginosa pronaden je u uzorcima vode analiziranima za centar za
hemodijalizu A, u permeatu i u uzorku iz umivaonika, u koli¢inama od 3 CFU/100 mL, 130
CFU/100 mL i 1300 CFU/100 mL. U uzorcima vode za centar za hemodijalizu A, u dijalizatu
pronadena je bakterija Pseudomonas stutzeri, u koli¢inama od po 60 CFU/100 mL i 130 CFU/100
mL. Uzorak vode iz pripreme za hemodijalizu iz centra za hemodijalizu C sadrzavao je 260
CFU/100 mL P. stutzeri. Pseudomonas spp. su Gram (-), oksidaza pozitivni, nefermentirajuci
bacili. P. aeruginosa je se, medu ostalima, analizira kao rutinski pokazatelj zdravstvene ispravnosti
vode prema Pravilniku (NN 125/17, NN 39/20) u Nastavnhom zavodu za javno zdravstvo

Primorsko-goranske Zupanije.

Bakterije iz roda Pseudomonas obi¢no se nalaze u tlu i vodi, no mogu se izolirati i iz grla,
koze, pa cak i iz stolice zdrave osobe. U bolnickom okruzenju Pseudomonas moze kolonizirati
hranu, umivaonike, tuseve, kupaonske prostore poput podova, zidova, opremu za disanje, opremu
za CiS¢enje bolnica, dezinfekcijske otopine za ruke, a osoba se moze zaraziti preko predmeta te
ingestijom kontaminirane hrane i vode. Izraelski rad iz 2013. godine (20) opisuje pojavu epidemije

P. aeruginosa u centru za hemodijalizu u ustanovi za dugotrajnu njegu bolesnika. Na temelju
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epidemioloSkih 1 mikrobioloskih istrazivanja utvrdeni su Cimbenici rizika u pacijenata, izvori
infekcije i nacini prijenosa infekcije. Kod 12 pacijenata, koji su imali ugradeni tunelirani kateter —
,permcath* ukupno je zabiljezeno 18 slucajeva infekcije P. aeruginosa. 9 pacijenata, koji su imali
ugradenu atrio-vensku fistulu, imali su negativan nalaz. Sve tekucine za dijalizu imale su negativne
nalaze na P. aeruginosa. Pozitivne kulture imali su uzorci ruku nekoliko zdravstvenih djelatnika,
glava tusa i podovi kupaonica pacijenata te kupaonski stolac. Cak je jedan pozitivni nalaz pacijenta
bio identican pozitivhom nalazu glave tusa. Uzrok infekcija je nedostatak paznje zdravstvenog
osoblja prilikom mijenjanja obloga na kateterima tijekom kupanja pacijenata. Autori isti¢u da se
zdravstveno osoblje mora pridrzavati uputa za odrzavanje katetera kako bi se smanjio rizik od
infekcije i kako bi se povecala sigurnost za zdravlje pacijenata na hemodijalizi (20). Za P. stutzeri
u pretrazenoj literaturi nisu pronadeni podaci o povezanosti bakterije i slucajeva infekcije

pacijenata u sustavu hemodijalize.

5.9. Ralstonia insidiosa, Ralstonia mannitolilytica i Ralstonia picketti

U uzrocima permeata u centru za hemodijalizu A identificirana je Ralstonia insidiosa u
koli¢inama od 22 CFU/100 mL, 650 CFU/100 mL i 1300 CFU/100 mL. U uzorcima permeata za
isti centar za hemodijalizu izolirana je Ralstonia mannitolilytica u koli¢inama 500 CFU/100 mL.
Ralstonia picketti pronadena je u istoj vrsti uzorka za isti hemodijalizni centar u koli¢ini 1300

CFU/100 mL. Ove bakterije su aerobni, Gram (-), oksidaza pozitivni nefermentirajuci bacili.

Bakterije roda Ralstonia najéesce se nalaze razli¢itim vodama, pa ¢ak i u vodoopskrbama
bolnica, a otkriveno je da uzrokuju brojne infekcije. Neke od ozbiljnijih infekcija uzrokovanih
bakterijama roda Ralstonia su osteomijelitis i meningitis, osobito u bolni¢kim uvjetima. R.
insidiosa izolirana je u vodi, tlu, aktivnom mulju, pro¢is¢enoj vodi u laboratorijima, sustavima za
distribuciju vode, pa ¢ak i u industrijskoj vodi visoke Cistoce. R. mannitolilytica najéesce je
utvrdena kod pacijenata koji boluju od cisti¢ne fibroze. R. picketti moze se pronaci u vodi za pice,
flaSiranoj vodi 1 vodama za opskrbu dentalnih ordinacija 1 bolnica, a izolira se u razli¢itim

klinickim uzorcima poput mokrace i krvi (21).

U radu znanstvenika iz Kolumbije iz 2020. godine (22) objasnjava se identifikacija pojave
Ralstonia spp. u jedinicama za hemodijalizi gradu Cali u Kolumbiji. 2017. godine utvrdena je
pojava epidemije u sjevernoj i juznoj za hemodijalizu, odnosno ukupno 11 pacijenata unutar 2

tjedna pokazalo je blage simptome drhtavice i poviSene tjelesne temperature nakon tretmana

44



hemodijalizom. Hemokulture svih pacijenata bile su pozitivne na R. mannitolilytica i R. pickettii.
Uzorci iz jedinice za hemodijalizu uzeti su sa povrSina, zidova, iz zraka, opreme, uredaja za
ventilaciju, vode iz slavine i vode iz hemodijaliznog sustava. Mikrobioloski su obradeni i uredaji
I sredstva za ¢iscenje i1 dezinfekciju. Ukupno 795 pacijenata bilo je na terapiji hemodijalizom, od
Cega je kod 124 pacijenta utvrdena infekcija Ralstonia spp. Utvrden je i 21 izolat R. mannitolilytica
u obje jedinice za hemodijalizu. S obzirom na to da je voda koja je koriStena za hemodijalizu u
jedinicama odvojena, a zdravstveno osoblje razliCito, bilo je sve jasnije da je izvor infekcije lijek
heparin koji su izmedu sebe dijelile jedinice za hemodijalizu. Lijek je brzo promijenjen na pocetku
izbijanja epidemije, uz zahtjev za dodatne informacije od dobavljaca o seriji proizvoda. Utvrdeno
je da je serija pripravka promijenjena, ali ne i serija sirovine koja se koristi za pripravak.
Znanstvenici su u radu zakljucili kako se pri istrazivanju pojave epidemije nekih bakterija trebaju
detaljno pregledati lijekovi koje primaju pacijenti, ali da se uvijek moraju u obzir uzimati i drugi

moguci uzroci infekcije, kao §to su voda, uredaji ili ¢esto koriSteni instrumenti (22).

5.10. Sphingomonas paucimobilis
U uzrocima permeata analiziranim za centar za hemodijalizu A izolirana je koli¢ina od 600
CFU/100 mL Sphingomonas paucimobilis. Navedena bakterija je aeroban, Gram (-), oksidaza

pozitivan nefermentirajuci bacil.

S. paucimobilis obi¢no se moze pronaci u tlu i izvorskoj vodi. Izoliran je iz Sirokog spektra
klinickih uzoraka: sputum, cerebrospinalna tekucina, krv, mokra¢a. Turski rad iz 2018. godine
(23) opisuje rijedak slucaj infekcije S. paucimobilis kod dugogodismke pacijentice koja boluje od
na hemodijalizi. Javila se na hitni prijem u bolnici sa simptomima drhtavice i povisene tjelesne
temperature, a simptomi su se javljali unatrag mjesec dana. Drhtavica se javljala po obavljenom
tretmanu hemodijalizom, a infekcija koja je dijagnosticirana utvrdena je na ulaznom dijelu
tuneliranog katetera desne podkljuéne arterije. Napravljena je hemokultura iz koje je identificirana
bakterijska vrsta S. paucimobilis. Pacijentici je prepisana terapija antibiotikom. Iz rada proizlazi
zakljucak da se S. paucimobilis pri dijagnosticiranju infekcije mora uzimati u obzir kao jedan od

mogucih ¢imbenika infekcija na hemodijalizi preko katetera (23).
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5.11. Staphylococcus aureus, S. epidermidis S. haemolyticus, S. hominis, S.

warneri

U uzorcima permeata analiziranom za centar za hemodijalizu A, izolirano je 1 CFU/100
mL i 35 CFU/100 mL Staphylococcus aureus. Isti broj S. aureus (1 CFU/100 mL) izoliran je i u
uzorku iz pripreme vode za hemodijalizu analiziranom za centar za hemodijalizu C. U uzorcima
vode za ispiranje i dijalizata analiziranim za centar za hemodijalizu A izolirani su S. hominis s
brojem kolonija 4 CFU/100 mL, S. haemolyticus s brojem kolonija 2 CFU/100 mL, S. epidermidis
u koli¢ini od 1 CFU/100 mL i S. warneri s brojem kolonija 2 CFU/100 mL. S. warneri pronaden
je u permeatu za hemodijalizni centar A s brojem kolonija 8 CFU/100 mL. Staphylococcus spp. su

fakultativno anaerobni, Gram (+) koki.

Bakterije roda Staphylococcus patogeni su mikroorganizmi koji nastanjuju ljudsku kozu,
no mogu izazvati razlic¢ite vrste infekcija, osobito kod osoba s ozljedama i opekotinama. S. aureus
Cest je patogen u ljudskom organizmu, uzrokuje razli¢ite spoljne infekcije koze, no moze
uzrokovati i ozbiljnije poremecaje u organizmu poput pneumonije, osteomijelitisa, meningitisa,
endokarditisa i dr. Najopasniji oblik ove bakterije je meticilin-rezistentni S. aureus (MRSA) koji
se prenosi kontaktom sa zarazenom osobom, dijeljenjem ru¢nika i drugih predmeta za higijenu te
kontaktom s kontaminiranim povrSinama. S. aureus, kao i S. epidermidis, uzroc¢nici su infekcija
povezanih s ugradenim uredajima 1 prostetskim materijalima (umjetni zglobovi, kardiovaskularni

uredaji, umjetni sréani zalistci, kateteri) (24).

Prospektivna studija njemackih autora iz 2019. godine (25) bavi se 25-mjese¢nim
promatranjem pojave infekcije S. aureus kod 86 sudionika istrazivanja koji su pacijenti na
hemodijalizi, a brisevi su im se uzimali iz nosne sluznice i s koze na mjestima gdje se nalazi ulazni
dio katetera. U istrazivanje je bilo ukljuceno 86 pacijenata, od ¢ega 70% muskaraca, a ukupno 22
pacijenta je umrlo tijekom trajanja istrazivanja. 16 od 22 pacijenta umrlo je od sepse ili septickog
Soka, no u samo jednom slucaju je potvrdeno da je infekcija S. aureus uzrok smrti. Prisutnost S.
aureus analizirala se kod pacijenata ukupno 5 puta, svakih 6 mjeseci. Nalazi uzoraka iz nosne
sluznice bili su pozitivni u otprilike 33-46% slucajeva, ovisno o mjesecu uzorkovanja. U samo 5
sluc¢ajeva, kod 3 pacijenta, utvrdena je prisutnost S. aureus u uzorcima uzetim s koze na ulaznim
mjestima katetera. Medu pozitivnim uzorcima, potvrdena je prisutnost MRSA u samo 2 slucaja.

Usporedbom dobivenih rezultata utvrdeno je kako je kod pacijenata koji su obavljali terapiju preko
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atrio-venske fistule bila prisutna veca kolonizacija S. aureus nego kod pacijenata Kkoji su
hemodijalizirani preko centralnih venoznih katetera. Nadalje., od svih pozitivnih slu¢ajeva, kod
ukupno 6 slucajeva potvrdena je bakteriemija S. aureus, a pacijenti su imali uobicajene simptome
— povisena tjelesna temperatura, sustavni upalni odgovor i povecani broj leukocita. Od 6
potvrdenih bakteriemija, 3 su se javile kod pacijenata koji su dijalizirani preko centralnog
venoznog katetera, no nije bilo povezanosti izmedu infekcije S. aureus i razli¢itih venskih pristupa
hemodijalizi. Na temelju rezultata istrazivanja, znanstvenici su potvrdili nisku stopu pojave
bakteriemija S. aureus i zakljucili da je kontakt sa S. aureus znacajan faktor za jacanje njihove

imunoloske reakcije na buduce infekcije (25).

S. epidermidis uzro¢nik je infekcija koje su obi¢no povezane s medicinskom aparaturom i
perifernim ili centralnim venskim pristupima za hemodijalizu, no naj¢esce ne uzrokuje teze oblike
infekcije. Retrospektivna studija iz 2011. godine (26) u Sjedinjenim Americkim Drzavama
analizirala je pojavu bakteriemija povezanih s kateterima kod pacijenata koji su na hemodijalizi u
5 centara za hemodijalizu na Sveucilistu Alabama u Birminghamu. Retrospektivno je proucen
ukupno 2016 slucaj bakteriemija povezanih s infekcijama preko katetera u periodu od 5 godina.
Potvrdeno je da je najvise infekcija ulaznih mjesta za katetere povezano s prisutnoséu S.
epidermidis, a nesto manje infekcija uzrokovano je S. aureus. Utvrdeno je i kako pacijenti koji su
bili inficirani S. epidermidis nisu imali vece komplikacije, dok su pojedini pacijenti zarazeni S.
aureus imali teZe stanje sa smrtnim ishodima. Takoder, komplikacije uzrokovane S. epidermidis
lako se mogu lijeciti antibioticima, dok je kod infekcije S. aureus potrebne pravovremene
intervencije uklanjanja katetera. Autori su zakljucili kako je studija manjkava zbog svoje
retrospektivnosti te se ne moze izvesti neki generalni zakljucak zbog analiziranja podataka na samo

jednome mjestu (26).

Za S. haemolyticus, S. hominis i S. warneri u pretrazenoj literaturi nisu pronadeni podaci o
pojavi sluéajeva infekcije u centrima za hemodijalizu. S. haemolyticus je ¢esti uzro¢nik bolnickih
infekcija i ima sposobnost za razvoj multirezistencije — otpornosti na razli¢ite vrste antibiotika, S.
imunokompromitiranih osoba. S. warneri takoder je prirodni dio mikroflore na ljudskoj kozi, no u
odredenim slucajevima moZze uzrokovati bakteriemije, infekcije mokraénog sustava, sepsu i druge

vrste infekcija kod ljudi koji imaju ugradene katetere i druge medicinske uredaje.
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5.12. Streptococcus mitis i Streptococcus oralis

U uzorcima permeata analiziranim za centar za hemodijalizu A pronadeno je 10 CFU/100
mL i 20 CFU/100 mL Streptococcus mitis i Streptococcus oralis. Bakterije roda Streptococcus su
Gram (+) koki.

S. mitis, kao i S. oralis, dio su skupine Viridans streptokoka, koji normalno Zive u usnoj
Supljini i na zubima, u diSnom i probavnom sustavu. Koloniziraju usne Supljine zdrave
novorodencadi, a ponekad mogu uzrokovati infekcije kod imunokompromitiranih osoba. Jos se
uvijek istrazuje klinicki utjecaj ovih bakterija na ljudsko zdravlje, kao i njihova epidemioloska
slika. Simptomi i posljedice infekcija S. mitis i S. oralis jo§ uvijek su nedovoljno specifi¢ni. Za
navedene bakterije u pretrazenoj literaturi ne postoje podaci koji ih povezuju s infekcijama u

centrima za hemodijalizu.

5.13. UKUPNE KOLIFORMNE BAKTERIJE

U odredenim uzorcima permeata iz centra za hemodijalizu A bila je vidljiva slaba
diskriminacija ukupnih koliformnih bakterija na selektivnoj hranjivoj podlozi, no u drugim
uzorcima permeata identificirano je 1 CFU/100 mL, 2 CFU/100 mL i 7 CFU/100 mL koliformnih
bakterija. Uzorak vode analiziran za centar za hemodijalizu B sadrzavao je 14 CFU/100 mL
ukupnih koliformnih bakterija. Uzorak dijalizata za centar za hemodijalizu C sadrZzavao je 1
CFU/100 mL koliformnih bakterija. Koliformne bakterije su uglavnom fakultativno anaerobni

bacili.

Koliformne bakterije poput Erwinia i Enterobacter su cesto su dio prirodne flore razli¢itog
povrca i obi¢no se ne smatraju rizikom za zdravlje ljudi (29). U pretrazenoj literaturi nije pronaden

¢lanak koji povezuje pojavnost infekcije koliformnim bakterijama s procesom hemodijalize.

5.14. CRIJEVNI ENTEROKOKI

U uzorku dijalizata analiziranom za centar za hemodijalizu C pronaden je crijevni
enterokok u koli¢ini od 1 CFU/100 mL. Crijevni enterokoki su fakultativno anaerobni, Gram (+)
koki.

Crijevni enterokoki indikatori su zagadenja vode za ljudsku potros$nju, vode za kupanje,

bazenskih voda, rijeka, jezera, a indikatori su i loSeg odrzavanja prostora (osobito sanitarnih
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¢vorova) te loSe osobne higijene. Neke od patogenijih vrsta crijevnih enterokoka su Enterococcus
faecalis i E. faecium. Normalno Zive u probavnom sustavu nekih zivotinja i ¢ovjeka, a u okoli$
dolaze iz fekalija. Naj¢esc¢e infekcije enterokokima javljaju se u mokraénom sustavu ¢ovjeka, no
oni mogu uzrokovati i peritonitis, bakteriemije i endokarditis. U pretrazenoj literaturi nema

podataka o pojavi infekcija enterokokima u centrima za hemodijalizu.

5.15. UKUPNI BROJ BAKTERIJA
Ukupni broj bakterija iskazan u CFU/mL analiziran je na dvjema temperaturama inkubacije

izmedu hemodijaliznih centara, godina i sezona.

Pregledom statisticke analize UBB na temperaturama 37°C/48 h i 22°C/72 h izmedu
centara za hemodijalizu, utvrdeno je da centar za hemodijalizu A ima najvecéu srednju vrijednost i
statisti¢ki znacajno razlicite rezultate u odnosu na ostale centre za hemodijalizu, dok se ostali centri
za hemodijalizu statisticki znacajno ne razlikuju prema broju poraslih kolonija na obje
temperature. Vazno je napomenuti kako je za hemodijalizni centar A tijekom 6 godina analiziran
najveéi broj uzoraka te je u uzorcima iz tog centra identificirano najviSe bakterijskih vrsta.
Takoder, postoji moguénost da hemodijalizni centar A ima drugaciji na¢in odrzavanja sustava za
pripremu vode za hemodijalizu te drugaciji nacin ¢is¢enja, pranja ili dezinfekcije od ostalih centara
za hemodijalizu. Najmanje srednje vrijednosti UBB ima centar za hemodijalizu D na obje
temperature. Ujedno, u ovom centru analiziran je i najmanji broj uzoraka tijekom 6 godina $to bi

mogao biti jedan od razloga takvog rezultata.

Vidljiv je porast broja analiziranih uzoraka po godinama, koji moZze biti uzrokovan
moderniziranjem zakonodavstva, ja¢anjem svijesti o pracenju i odrZavanju visokih higijenskih
standarda uz pojacanje samokontrole subjekata u zdravstvu te napretkom dijagnostike ¢ime su
dobivene iskustvene spoznaje o opasnostima 1 rizicima kojima su izloZeni pacijenti na
hemodijalizi. Nadalje, UBB tijekom godina, prema podacima srednjih vrijednosti, prvo raste, a
zatim pada. Najvecu srednju vrijednost UBB na temperaturi 37°C/48 h imali su rezultati za 2018.
godinu, dok je na 22°C/72 h najveca srednja vrijednost UBB bila u 2019. godini. Rezultati za 2019.
godinu medusobno su se statistiCki znacajno razlikovali s rezultatima za sve ostale godine na
objema temperaturama. Razlog tome mogle bi biti promjene nacina ili sredstava higijenskog
odrzavanja sustava za hemodijalizu. Moguce je i da su se bakterioloSke analize pojacale tijekom

2020. i 2021. godine zbog pojave epidemije COVID-19. Nadalje, najmanja srednja vrijednost
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UBB utvrdena je na objema temperaturama u 2016. godini, a postojale su statisti¢ki znacajne
razlike samo u rezultatima izmedu 2016. 1 2018. te 2016. 1 2019. godine, dok u usporedbi UBB za

2016. s ostalim godinama nije bilo statisticki znacajne razlike.

Statisti¢ki podaci za pokazatelj UBB na dvije temperature po sezonama pokazali su da je
najveca srednja vrijednost rezultata UBB vidljiva kod uzoraka analiziranih u ljetnoj sezoni, a
vrijednosti UBB se statisti¢ki znacajno razlikuju izmedu ljetne i zimske sezone na temperaturi
37°C/48 h, dok se izmedu ostalih sezona ne razlikuju na navedenoj temperaturi. Na obje ispitane
temperature najmanja srednja vrijednost UBB utvrdena je u zimskoj sezoni, a postoje i statisticki
znacajne razlike u vrijednostima UBB izmedu zime i ljeta na temperaturi 37°C/48 h, te izmedu
zimske i ostale 3 sezone na temperaturi 22°C/72 h. Mogucée je da na rast ukupnog broja bakterija
u vodi za hemodijalizu utjeu temperaturni uvjeti pojedine sezone kako je sam izvor hemodijalizne

vode, vodovodna voda, a time i izvorska voda.

Analizom korelacije izmedu pojedinacnih bakterijskih vrsta i vrijednosti UBB na obje
temperature, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna povezanost izmedu UBB na 37°C/48 h i
broja kolonija P. aeruginosa. Isto tako je utvrden pozitivan, statisti¢ki znacajan korelacijski odnos
izmedu broja ukupnih koliformnih bakterija i E. coli. Kona¢no, porast pokazatelja UBB na

22°C/72 h statisticki je znacajno pracen porastom UBB na 37°C/48 h.

Dobiveni rezultati ukazuju kako se u vodi za hemodijalizu mogu pronaci razlicite vrste
Gram (-) i Gram (+) bakterija koje mogu biti Stetne za zdravlje pacijenata na hemodijalizi, osobito
imunokompromitiranih bolesnika. Najce$¢i izvori bakterija su sustavi za pripremu vode za potrebe
hemodijalize, cijevi, ventili, filteri i sl. Uzroci one¢iS¢enja ovih izvora upravo su nepravilno
odrZavanje, neadekvatno provedena dezinfekcija vode, neodrZzavanje prikladne temperature u
sustavu za prolazak otopina za hemodijalizu prema dijalizatoru i nepravilno rukovanje vodom i

teku¢inom za hemodijalizu od strane zdravstvenog osoblja.

Vrlo je vazno da zdravstveno osoblje ima osiguranu potrebnu edukaciju u svrhu
sprjeCavanja mikrobioloske i1 kemijske kontaminacije vode. Zbog svih uzroka onecis¢enja vode za
hemodijalizu, nuzno je obavljati monitoring pripreme vode za hemodijalizu, pratiti postupke
odrzavanja sustava za pripremu vode, svakodnevno kontrolirati elektrovodljivost vode u svrhu

ranog otkrivanja kontaminacije i brze reakcije, redovito obavljati bakterioloSke i kemijske analize

50



vode te redovito kontrolirati rad zdravstvenog osoblja na hemodijalizi. Na taj nacin osigurala bi se
kvalitetna 1 Cista voda, a moguénosti kontaminiranja i razvijanja komplikacija kod pacijenata na

hemodijalizi smanjile bi se na najmanju mogucu mjeru.

o1



6. ZAKLJUCCI

Na temelju obrade rezultata za pojedine bakterijske vrste, za ukupni broj bakterija na

temperaturama 37°C/48 h i 22°C/72 h izmedu Cetiri hemodijalizna centra, izmedu 6 godina i 4

sezone, te na temelju provedene statisticke analize i rasprave, doneseni su zakljucci:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Broj analiziranih uzoraka vode koja se koristi za potrebe hemodijalize s godinama se povecava.
Identificirane su ukupno 23 bakterijske vrste. Od identificiranih bakterijskih vrsta najveéi udio
u analiziranim uzorcima imale su ukupne koliformne bakterije, Achromobacter xylosoxidans,
Pseudomonas aeruginosa i Ralstonia insidiosa.

Najveéi broj kolonija u analiziranim uzorcima bio je oko 2000 CFU/100 mL, a bakterije koje
su formirale najvise kolonija na plo¢ama s uzorcima bile su Achromobacter xylosoxidans i
Acinetobacter Iwoffii, Neisseria animaloris, Neisseria zoodegmatis i Oligella ureolytica.
Najveci broj izoliranih bakterijskih vrsta utvrden je kod uzoraka analiziranih za centar za
hemodijalizu A, koji je ujedno imao i najveci broj analiziranih uzoraka.

Najveci ukupni broj kolonija bakterija zabiljezen je u centru za hemodijalizu A, na obje
temperature. Zatim je utvrden najve¢i UBB kod uzoraka analiziranih u 2018. godini na
temperaturi 37°C/48 h te u 2019. godini na 22°C/72 h. Konaé¢no, najvisi UBB za obje
temperature zabiljezen je u ljetnoj sezoni, a najnizi broj UBB na obje temperature zabiljezen
je u zimskoj sezoni.

Pozitivni korelacijski odnosi utvrdeni su izmedu UBB na 37°C/48 h i broja kolonija
Pseudomonas aeruginosa, zatim izmedu broja kolonija ukupnih koliformnih bakterija i E. coli
te izmedu UBB na 37°C/48 h i UBB na 22°C/72 h.

Za sprjecavanje kontaminacije izvora oneciS¢enja vode bakterijama nuzno je redovito
odrzavati opremu, pravilno provoditi dezinfekciju vode te provoditi potrebnu edukaciju i
nadzor zdravstvenog osoblja.

Kako bi se na vrijeme mogla otkriti pojava kontaminacije bakterijama i sprijeciti infekcije
dijaliziranih pacijenata istima, vazno je pridrzavati se svakodnevnih provjera elektrovodljivosti

vode i provoditi redovite bakterioloske analize.
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