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SAZETAK

Monitoring kakvoée mora za kupanje provodi se prema Uredbi o kakvoé¢i mora za
kupanje (NN 73/08) a rutinski mikrobioloski parametri su indikatori fekalnog onecis¢enja (E.
coli i crijevni enterokoki). Fekalno onecis¢enje nastaje kada u vodi dospiju mikroorganizmi
koji uzrokuju bolesti, a ¢iji izvor su ljudski i zivotinjski izmet te izluevine. Uz rutinske
pokazatelje fekalne kontaminacije, prema preporuci Svjetske zdravstvene organizacije mogu se
ispitivati i dodatni mikrobioloski pokazatelji, kao Pseudomonas aeruginosa. To je bakterija
sveprisutna u okolisu, koja uzrokuje kozne osipe te infekcije oka i uha nakon izloZenosti
kontaminiranoj vodi ili moru. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitivanje pojavnosti i koncentracije
P. aeruginosa u moru za kupanje na podrucju urbanih plaza zapadnog dijela grada Rijeke
(Kantrida), u razli¢itim okolisnim uvjetima. Uzorkovanje se provodilo na Cetiri plaze, i Sest
lokacija: 3. Maj, Kantrida istok i zapad, nogometno igraliste, Plo¢e istok i zapad. Tijekom
istrazivanja provedena su dva uzorkovanja u razdoblju od 2.2.2023. do 27.02.2023. Prvo
uzrokovanje bilo je tijekom susnog razdoblja, a drugo tijekom kisnog. Dodatno, obradeni su i
podaci dodatnog intenzivnog istrazivanja koje se provodilo u razdoblju od 2012. do 2014.,
godine na istim lokacijama. Za ispitivanje P. aeruginosa u uzorcima morske vode primijenjena
je ISO norma HRN EN ISO 16266:2008. Rezultati istrazivanja su pokazali da na pojavnost P,
aeruginosa znacajno utjeCu oborine i dotoci slatke vode, a da je more za kupanje na podrucju
grada Rijeke slabo je do srednje optereceno s P. aeruginosa. Utvrdena je pozitivna korelacija
izmedu P. aeruginosa i ostalih fekalnih i ne-fekalnih mikrobioloskih pokazatelja. Monitoring
rutinskih pokazatelja (E. coli i enterokoki) ne iskljuuje u potpunosti mogucnost kontakta i
zaraze kupaCa sa bakterijama vrste P. aeruginosa. Javno zdravstveni rizik od infekcije P.
aeruginosa raste, uslijed viSestruka otpornost na lijekove ove bakterije te slabljenja

imunoloskog odgovora populacije.

Kljuéne rije¢i: Pseudomonas aeruginosa, kakvo¢a mora za kupanje, indikatori fekalnog

onecis¢enja, ne-fekalni mikrobioloski pokazatelji, dotoci slatke vode



SUMMARY

Monitoring of the quality of the bathing sea is carried out according to the Regulation
on the quality of the bathing sea (NN 73/08), and routine microbiological parameters are
indicators of fecal pollution (E. coli and intestinal enterococci). Fecal pollution occurs when
microorganisms that cause diseases reach the water, and the source of which are human and
animal feces and excreta. In addition to routine indicators of fecal contamination, additional
microbiological contamination, additional microbiological indicators, such as Pseudomonas
aeruginosa, can be tested according to the recommendation of the World Health Organization.
Iti s a bacterium ubiquitous in the environment, which causes skin rashes and eye and ear
infections after exposure to contaminated water or the sea. The aim of this research was to
examine the occurrence and concentration of P. aeruginosa in the bathing sea in the area of
urban beaches in the western part of the city of Rijeka (Kantrida), under different environmental
conditions. Sampling was carried out on four beaches and six locations: 3. Maj, Kantrida east
and west, Nogometno igraliste, PloCe east and west. During the research, two samplings were
carried out in the period from February 2, 2023. until 27.02.2023. The first occurrence was
during the dry season, and the second during the rainy season. In addition, the dana of the
additional intensive research conducted in the period from 2012 to 2014, in the same locations,
were also processed. The 1ISO norm HRN EN ISO 16266:2008 was applied for testing P.
aeruginosa in seawater sampples. The results of the research showed that the occurrence of P.
aeruginosa is significantly influenced by precipitation and freshwater inflows, and that the
bathing sea in the area of the city of Rijeka is slightly to moderately loaded with P. aeruginosa.
Positive correlation was established between P. aeruginosa and other fecal and non-fecal
microbiological indicators. Monitoring of routine indicators (E. coli and enterococci) does not
completely exclude the possibility of contact and infection of bathers with P. aeruginosa
bacteria. The public health risk of P. aeruginosa infection is increasing, due to the multiple
drug resistance of this bacterium and the weakening of the populations immune response.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, bathing sea quality, fecal pollution indicators, non-fecal

microbiological indicators, freshwater inflows
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1 UVOD

1.1 Monitoring kakvo¢e mora za kupanje
Monitoring kakvocée mora za kupanje provodi se zbog procjene kakvoce mora za

kupanje te utvrdivanja uzroka onecis¢enja. Prate se mikrobioloski uzroci one¢iS¢enja koji utjecu
na zdravlje kupaca koji su propisani Uredbom o kakvo¢i mora za kupanje (NN/73/08) te su
najbolji pokazatelji fekalnog onecis¢enja. U slucaju kada se ispitivanjem utvrdi pojava
oneciscenja, poduzimaju se mjere koje imaju za cilj sprjecavanje izlaganja kupaca onecisc¢enju.
Za pracenje kakvoce mora za kupanje zaduzeni su ovlaStenici, zavodi za javno zdravstvo po
pojedinim priobalnim Zzupanijama. Ispitivanje kakvo¢e mora za kupanje provodi se od sredine
svibnja do kraja rujna. Sezona kupanja traje u razdoblju od 1. lipnja do 15. rujna, osim ako
zupanija ne odredi drugacije na temelju vremenskih prilika i mjesnih obicaja. Ucestalost
uzimanja uzoraka morske vode namijenjene za kupanje je svakih 15 dana. Uzorci morske vode
uzimaju se 30 cm ispod povrSine mora, U dubini od najmanje jednoga metra te na udaljenosti
od najmanje jednoga metra od linije obale. Mikrobioloski pokazatelji koji se odreduju u moru
kao indikatori fekalnog oneciS¢enja su crijevni enterokoki te Escherichia coli. Uz
mikrobioloske pokazatelje prate se i temperatura, salinitet te vizualno onecis¢enje ako je
prisutno. Kratkotrajno oneciS¢enje mora o€ituje se poznatim izvorom oneci$éenja, gdje
onecis¢enje ne smije utjecati na kakvocu mora dulje od 72 sata. Kada kratkotrajno onecis¢enje
prestane, ovlastena osoba provodi dodatno uzimanje uzoraka unutar sedam dana, zbog provjere
prestanka navedenog oneciS¢enja. Podaci koji su dobiveni tijekom sedam dana upisuju se u
bazu podataka o kakvo¢i mora za kupanje. More za kupanje se ocjenjuje ili razvrstava po
propisanom broju podataka. Kada dode do pojave kratkotrajnog oneéi$¢enja, ovlastena osoba
obavjestava Zupaniju te javnost putem medija ili internetskih stranica. Informacije se moraju
aktivno podijeliti i moraju biti dostupne tijekom cijele sezone kupanja na lako vidljivim
mjestima. Javnost se informira o lokaciji vode za kupanje koja je izloZzena navedenom
oneci§c¢enju te 0 trajanju zabrane kupanja, ovisno o rezultatima ispitivanja. Trajno oneéi$éenje
oznacava kakvo¢u mora na morskoj plazi nakon uklanjanja izvora onecis¢enja, koja ne

udovoljava graniénim vrijednostima mikrobioloskih parametara. (1, 2)

1.1.1 Klasifikacija mora za kupanje
More za kupanje Klasificira se u cetiri kategorije kvalitete. ,,1zvrsno® se oznacava

plavom bojom, ,,dobro“ zelenom bojom, ,,zadovoljavaju¢e” Zzutom, a ,,nezadovoljavajuce*
crvenom. Navedene kategorije kvalitete prikazuju se na kartografskim prikazima i

informativnim plo¢ama morskih plaza, na kojima pojedina kategorija kvalitete ima obojani



kruzni simbol. U tablici 1. prikazani su standardi za ocjenu kakvo¢e mora za kupanje nakon
svakog ispitivanja gdje su prikazani mikrobioloski pokazatelji, kakvo¢a mora te metode
ispitivanja. U tablici 2. prikazani su standardi za ocjenu kakvoée mora na kraju se zone kupanja

te za prethodne tri sezone kupanja.

Tablica 1. Standardi za ocjenu kakvo¢e mora nakon svakog ispitivanja

. Kakvo¢ o
Pokazatelj b m,?ra — Metoda ispitivanja
zadovoljavajuce

crijevni enterokoki HRN EN ISO 7899-1
(CFU*/100 mL) <60 61-100 101-200 ili HF7%8NggE_l;l 1SO
Escherichia coli HRN EN 1SO 9308-1
" <100 | 101-200 201-300 ili HRN EN 1SO
(CFU*/100 mL) 93083

*CFU — engl. ,,colony forming unit“, broj izraslih kolonija

Tablica 2. Standardi za ocjenu kakvoce mora na kraju sezone kupanja i za prethodne tri sezone

kupanja
Pokazatel | EOMIBOON] Zadovoiwaivee |
crijevni enterokoki <100* 200" <185™ 5185"@
(CFU*/100 mL) - - -
Escherichia coli <150 <300* <300+ >300"@
(CFU*/100 mL) B B B

® Temeljeno na vrijednosti 95-og percentila®
*JTemeljeno na vrijednosti 90-og percentila®

™ Temeljeno na log10 normalnoj raspodjeli koncentracija mikrobiologkih pokazatelja, vrijednosti pojedinih
percentila dobivaju se na sljedec¢i nacin:

« izraunavaju se logaritmi (log10) svih bakterijskih koncentracija (u slu¢aju nultih vrijednosti koncentracija
uzimaju se logaritamske vrijednosti koncentracija koje predstavljaju grani¢nu vrijednost detekcije koristene
analiticke metode)

* izraCunava se aritmeticka sredina logaritmiranih vrijednosti koncentracija ()

* izraCunava se standardna devijacija logaritamskih vrijednosti (o)

* 90-i i 95-i percentili izraGunavaju se na sljedeéi nacin:

90-i percentil = antilog (i1 + 1.282 o)

95-i percentil = antilog (i + 1.65 o)

@ Trenuta¢no djelovanje za pojedinaéne uzorke, ukoliko broj crijevnih enterokoka prijede 300 bik/100 mL, E.
coli 500 bik/100 mL

Sve vode koje su namijenjene za kupanje moraju biti barem ,,zadovoljavajuce* kakvoce.
Ako se voda za kupanje privremeno svrstava pod ,,nezadovoljavaju¢u‘ kakvocu, poduzimaju
se odredene mjere. Mjere ukljucuju upravljanje plazom, zabranu kupanja te trajno upozorenje
na kojem je oznacena zabrana kupanja, zbog sprecavanja izlozenosti kupaca onecis¢enju. U
slucaju da se voda za kupanje svrstava pod ,,nezadovoljavajucu‘ u trajanju od pet godina, tada

se uvodi trajna zabrana kupanja. Ako se smatra da se ne moze posti¢i barem ,,zadovoljavajuca“



kvaliteta vode za kupanje, tada se zabrana kupanja moZe uvesti prije isteka navedenog
razdoblja. Kada je more ocjenjeno kao ,,nezadovoljavajuce®, na plazu se postavljaju sluzbene
oznake i barijere. Odobrenje za uklanjanje navedenih oznaka i barijera izdaje inspektor zastite
okoli$a, u slu¢aju kada su dva uzastopno analizirana uzorka ocjenjena kao zadovoljavajuca,

dobra ili izvrsna. Na slici 1. prikazana je sluzbena oznaka zabrane kupanja. (1, 2)

Slika 1. Sluzbena oznaka zabrane kupanja
(Izvor: Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje NN 73/08)

Temeljem rezultata pracenja kakvoée mora za kupanje, lokacije se ocjenjuju s
pojedina¢nim, godi$njim te kona¢nim ocjenama, prema propisani grani¢nim vrijednostima
mikrobioloskih pokazatelja. Odredivanje pojedinacne ocjene provodi se nakon svakog
ispitivanja za vrijeme trajanja sezone kupanja. Odredivanje godi$nje ocjene provodi se nakon
zavrsetka sezone kupanja, a temelji se na skupu podataka o kakvoc¢i mora za kupanje koji su
dobiveni za tu sezonu. Odredivanje konac¢ne ocjene vrsi se po zavrSetku aktualne sezone
kupanja te ukljucuje i tri prethodne sezone. Temelji se na skupu podataka, koji za svaku toc¢ku
ispitivanja ima najmanje 28 uzoraka. (1)

1.2 Fekalno onecisc¢enje

Oneciscéenje vode fekalnim sadrzajem nastaje kada u vodu dospiju mikroorganizmi koji
mogu izazvati razlicite bolesti. Izvor onec¢iS¢enja najceSCe su otpadne vode iz sustava za
odvodnju komunalnih otpadnih voda, izlu¢evine domacih i divljih Zivotinja, procjedne vode
deponija komunalnog otpada, muljevi s uredaja za procis¢avanje otpadnih voda te
poljoprivredne aktivnosti. Na onecis¢enje priobalnog mora Cesto utjecu kratki obalni ispusti
otpadnih voda te propusne septicke jame. Zivotinjske izlu¢evine predstavljaju manji rizik za
zdravlje ljudi u odnosu na ljudske izlu¢evine. Galebovi te vodene ptice mogu znatno utjecati na
povisenje indikatora fekalnog onecisc¢enja, koje sluze kao pokazatelji mikrobioloske kvalitete
vode. Oneci$éenje voda zivotinjskim izluc¢evinama dovodi do opasnosti po ljudsko zdravlje

zbog prisustva patogena poput Cryptosporidium parvum, Campylobacter spp., Escherichia coli



(O157:H7). Navedeni patogeni uzrokuju bolesti koje se nazivaju zoonoze a prenose se sa
zivotinje na Covjeka putem izmeta, posebice kada se stoka uzgaja u blizini vodotoka.
Vjerojatnost da ¢e patogen uzrokovati infekciju ili bolest ovisi o specificnom soju uzro¢nika,
infektivnoj dozi (za virusne i parazitske infekcije doza moze biti vrlo mala), obliku u kojemu

se uzro¢nik nalazi, uvjetima izlozenosti te stanju imunoloskog sustava.

Neobradena otpadna voda moze sadrzavati razlicite vrste mikroorganizama koji mogu
biti patogeni. Od virusa to su adenovirusi koji uzrokuje respiratorne probleme, astrovirusi koji
uzrokuje gastrointestinalne probleme, zatim virus hepatitisa A, hepatitisa E te norovirus i
rotavirus koji uzrokuju proljev i povracanje. Enterovirus uzrokuje poliomijelitis i miokarditis
te meningitis. Uz navedene viruse, postoje jo$ i indikatorski virusi a to su F+ kolifagi te
somatski kolifagi. Patogene bakterije koje mozemo naéi u otpadnoj vodi su Camplylobacter
spp. (gastrointestinalni problemi), Escherichia coli i crijevni enterokoki (indikatori fekalnog
oneciscenja), Salmonella spp. (gastroenteritis), Shigella spp. (bacilarna dizenterija) i Vibrio
cholerae, V. parahaemolyticus (gastroenteritis). Protozoe koje se nalaze u kanalizaciji jesu
Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis (proljevi te amebna

dizenterija). Od helminata mogu se naci Ascaris spp., Ancylostoma spp. i Trichuris spp. (3)

1.2.1 Indikatori fekalnog onecis¢enja
Najcesce koristeni indikatori fekalnog onecis¢enja (engl. Feacal Indicator Bacteria,

FIBs) koji se koriste za procjenu kakvoc¢e mora za kupanje su crijevni enterokoki i E. coli. Kada
dode do prekoracenja propisanih grani¢nih vrijednosti, a na mjestima gdje nema ispusta
otpadnih voda, vazno je utvrditi mogucéi izvor oneci$¢enja. Za njegovo otkrivanje postoje noviji
alati, koji ukljucuje kemijske postupke i tehnike pracenja izvora mikroorganizama (engl.
Microbial Source Tracking, MST). MST Kkoristi genske markere, koji se nalaze u sastavu
odredenih fekalnih mikroba te su snazno povezani sa specifi¢cnim domaéinom i razli¢itim

izlu¢evinama. Izluevine mogu biti ljudske te zivotinjske (stoka, psi, vodene ptice). (3)

Takoder, razvijene su dodatne mikrobioloske metode, ukljucujuc¢i metode kvantitativne
polimerazne lancane reakcije (eng. Real-Time Polymerase Chain Reaction, qPCR) .
Epidemioloskim studijama procjenjuju se bolesti koje su uzrokovane izlaganjem onecis¢enim
rekreacijskim vodama, s povisenim koncentracijama crijevnih enterokoka te E. coli. Prema tim
studijama, crijevni enterokoki trenutno su najbolji indikator fekalnog onecis¢enja u moru iz
ljudskog podrijetla (4). Prema nekim epidemioloskim istrazivanjima (5), E. coli za morski
okolis$ nije optimalan indikator fekalnog oneciscenja, korisniji je kao pokazatelj koji ukazuje na

pojavu gastrointestinalnih bolesti u slatkoj vodi. U epidemioloSkim istrazivanjima procjenjuje
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se ucestalost pojave bolesti kod plivaca i neplivaca te se istrazuje povezanost ucestalosti bolesti
s obzirom na razine koncentracije indikatora fekalnog onecis¢enja. Rezultati se izrazavaju kao
omjeri izgleda (engl. Odds Ratio, OR) ili druge vrste relativnog rizika (engl. Risk Ratio, RR)
izmedu skupina, uz 95%interval pouzdanosti. u istrazivanjima se prate gastrointestinalne
bolesti te respiratorne smetnje, kozne infekcije, bolesti o¢iju, uha i koze. Epibathe je bila velika
europska studija, posebno osmisljena kako bi se ukazala na relativni nedostatak podataka unutar
EU koji opisuju zdravstvene ucinke kupanja u slatkim vodama EU i mediteranskim morskim
vodama. (6) Istrazivanje je uklju¢ivalo 0sam odvojenih nasumi¢nih kontrolnih ispitivanja, Cetiri
na razliCitim slatkovodnim lokacijama u Madarskoj i Cetiri na dvije razli¢ite morske plaze u
Spanjolskoj. Grupa volontera, podijeljena na kupace i one koji se ne kupaju, intervjuirana je i
potom pozvana na kupanje u odabranim vodenim tijelima. Nakon razdoblja izlaganja vodi,
volonteri su intervjuirani, kako bi se utvrdila povezanost izmedu kvalitete vode i pojave
simptoma bolesti. Rezultati ispitivanja analizirani su odvojeno ili u kombinaciji s ve¢
postojec¢im prikupljenim podacima. Utvrdeno je da je rizik od gastrointestinalnih bolesti bio je
veéi kod kupaca (u usporedbi s povremenim kupacima) u Spanjolskim i madarskim studijama.
Analizom kombiniranog skupa podataka utvrdeno je da su crijevni enterokoki najbolji indikator
bolesti kod kupaca koji koriste morske vode, a da bi E. coli mogla biti bolji pokazatelj
gastrointestinalnih smetnji kod kupaca koji koriste slatku vodu. Rezultati ispitivanja nisu bili

statistiCki znac¢ajni, niti su pokazali povezanost izmedu izloZenosti i odgovora. (6)

Uz navedene fekalne indikatore primjenjuju se, ali ne rutinskom ispitivanju, i kolifagi
te C. perfringens, koji ukazuje na starije onec¢is¢enje mora. (3) Bakteriofagi su predlozeni
indikatori fekalnog oneciS¢enja, a vecina istrazivanja provedena je na kolifagima (virusi koji
inficiraju E. coli). Potrebno je istaknuti da je u Direktivi 0 vodama za kupanje Europske unije
(2006/7/EC) navedeno da se E. coli i crijevni enterokoki ne smatraju idealnim indikatorima.
Prema Direktivi (2006/7/EC), virusi se smatraju glavnim uzro¢nicima bolesti koje su steCene u
vodi za kupanje kao posljedica fekalnog onecis¢enja. To potvrduju noviji podaci ispitivanja
virusa u uzorcima iz okoli$a, zahvaljuju¢i napretku u metodologiji, uglavhom primjenom
gPCR. Crijevni virusi, poput adenovirusa, enterovirusa ili norovirusa, takoder se mogu koristiti

za procjenu kvalitete vode. (3-5, 7)

1.2.1.1 Rutinski indikatori fekalnog oneciscenja

1.2.1.1.1  Escherichia coli
Escherichia coli je gram negativna Stapicasta bakterija iz porodice enterobakterija.

Spada u grupu termotolerantnih koliformnih bakterija. (3) E. coli se nalazi u ljudskom i



zivotinjskom izmetu, a u svjezim izlu¢evinama je prisutna u ve¢em broju od crijevnih
enterokoka. U ljudskom izmetu moZe se naéi u broju 10° do 107 bakterija po gramu izmeta dok
se crijevni enterokoki mogu naéi u broju od 10° do 10° bakterija po gramu izmeta. (8) U
gastrointestinalnom sustavu vec¢inom se nalazi kao apatogena bakterija, dok neki sojevi mogu
izazvati crijevne bolesti. (9) Prvi put je uvedena kao indikator fekalnog onecis¢enja jos 1893.
godine, kada je izolirana iz tropskih vodenih sustava i otpadnih voda iz tvornica. Istrazivanja
pokazuju da postoje prirodne populacije E. coli koje mogu biti prisutne u tlu, pijesku i obalnom
sedimentu te samim time ometaju procjenu relativnog rizika kupaca na morskim plazama (3)
obzirom da se od indikatora fekalnog onecis¢enja o¢ekuje da nisu prirodno prisutni u moru.
Takoder, postoje i sojevi koji su otporni na lijeCenje antibioticima te nalikuju na sojeve

urinarno-patogene E. coli. (10)

E. coli se trenutno primjenjuje kao rutinski parametar, prema Direktivi Europske unije
0 vodama za kupanje (2006/7/EC) te nizu drugih propisa o rekreacijskim vodama i morskoj
vodi, diljem svijeta. Navedena Direktiva zahtjeva mjerenje E. coli i crijevnih enterokoka na
svim lokacijama ukljuéenim u monitoring. Klasifikacija aktualne Direktive temelji se na
mjerenju percentila te se navodi metoda izracuna istih. Mjerenje broja E. coli u morskoj vodi
pruza informacije o nedavnom oneciS¢enju, a kontinuirano mjerenje omogucava analize

vremenskih trendova. (3, 7)

Crijevni enterokoki su gram pozitivne bakterije rasporedene u parovima ili lancima iz
roda Enterococcus. To su komenzalne bakterije koje se izlu¢uju putem izmeta ljudi i Zivotinja
u velikom broju (naprimjer 102 do 102 bakterija po gramu suhog izmeta). Lako ih je detektirati
u kontaminiranoj vodi, a zbog duzeg prezivljavanja u odnosu na E. coli ukazuju na starije
oneciS¢enje. Kao indikatori fekalnog oneciS¢enja imaju potencijalne nedostatke prilikom
prac¢enja kakvoce vode. Mogu se nalaziti u nizu ekoloskih staniSta koja im sluze kao izvor. Neki
sojevi enterokoka su osobito relevantni za plaze, gdje mogu biti endogeni u sedimentu i tlu.
(11)

Crijevni enterokoki su jedini pokazatelj predloZzen prema smjernicama Svjetske
zdravstvene organizacije. (3) Takoder su rutinski parametar u Direktivi Europske unije o vodi
za kupanje (2006/7/EC) te nizu drugih propisa diljem svijeta. (12) Kao $to je ve¢ prethodno
navedeno, qPCR je najce$¢e koriStena molekularna metoda koja djeluje putem in vitro
umnazanja, detekcije i kvantifikacije specifi¢nih segmenata genoma (DNA ili RNA) iz
mikroorganizma. Postoje dvije gPCR metode za rekreacijske vode: metoda 1611 i metoda 1609.
(13) Koristenje qPCR metode podupiru rezultati epidemioloskih studija provedenih u SAD-u
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(13) kod koji je pracen utjecaj otpadnih voda na plazama. Rezultati istrazivanja ukazali su na
najbolju povezanost izmedu zdravlja kupaca i koncentracije enterobakterija prilikom primjene
metode 1611. Bitni zahtjevi za analiticke metode prilikom odredivanja referentnih metoda su
osjetljivost (sposobnost otkrivanja malog broja ciljnog organizma), specifi¢nost (sposobnost
otkrivanja samo ciljanog organizma) te ponovljivost izmedu laboratorija. Americ¢ka agencija za
zaStitu okolisa (engl. United States Environmental Protection Agency, USEPA) razvila je
metode za brojanje enterokoka u rekreacijskim vodama uz pomo¢ qPCR-a (metoda 1611 i
njezina modifikacija 1609). U metodi 1609, sekvence ciljne DNA enterokoka prisutne u uzorku
otkrivaju se pomoc¢u TaqMan. Ovakav sustav signalizira stvaranje PCR produkata procesom
enzimatske hidrolize fluorogenski obiljeZene oligonukleotidne probe. Prije primjene odredene
metode za obavjeStavanje javnosti o kakvoéi mora za kupanje, potrebno je provesti analizu
u¢inka metode na pojedinoj lokaciji. Trenutno USEPA preporucuje primjenu metode 1609,
umjesto metode 1611, obzirom da nije potrebno razrijediti uzorak te je to¢nost mjerenja veca.
(13) Metode (ISO 7899-1 i 7899-2) omogucavaju izoliranje glavnih crijevnih enterokoka te
odredivanje soja. Povremeno se moze otkriti i neka druga vrsta enterokoka, medutim njihova
je prisutnost rijetka. Metoda 1SO 7899-1 primjenjuje se na sve vrste povrSinskih i otpadnih
voda, medutim ova metoda nije prikladna za lokacije gdje je o¢ekivana koncentracija crijevnih
enterokoka manja od 15 na 100 mL uzorka. Metoda ISO 7899-2 prikladna je za vodu za pice te
vodu iz bazena (dezinficirane vode), ali moze se primijeniti i na ostale vrste voda. (14)
1.2.1.2  Kolifagii humani virusi

Kolifagi se dijele u dvije skupine: somatski kolifagi i F- specifi¢ni kolifagi. Somatski
kolifagi inficiraju koliformne bakterije putem svojih somatskih receptora stani¢ne stijenke. F-
specifiéni kolifagi koji se jo§ nazivaju i F+ inficiraju bakterije spolnim putem ili F-pilima.
Postoje DNA i RNA F-specifi¢ni kolifagi. F-specificni RNA kolifagi morfoloski su sli¢ni
enterovirusima i norovirusima. Somatski kolifagi su raznolikiji nego F-specifi¢ni kolifagi te su
opcenito veci. Neki od somatskih kolifaga mogu biti sli¢ne veli¢ine kao adenovirusi. Kolifagi
su prisutni u komunalnim otpadnim vodama te zivotinjskim fekalnim izlu¢evinama. Izolirani
su iz slatkih i morskih rekreacijskih voda, opéenito u malom broju. Trenutno virusni pokazatelji
nisu ukljuceni u glavne propise za rekreacijske vode, iako je USEPA nedavno dovrsila
istrazivanje kolifaga te je u tijeku revidiranje kriterija kvalitete rekreacijskih voda. Kolifagi su
u neobradenoj otpadnoj vodi konstantno prisutni U visokim nkoncentracijama te mogu pruziti
koristan indeks smanjenja koncentracije crijevnih virusa tijekom procesa obrade otpadnih voda.

Nakon postupka dezinfekcije kolifagi gube infektivnost. (3, 9)



Humani adenovirus (AdV) je dvolan¢ani DNA virus iz obitelji Adenoviridae. Virus je
povezan s nizom respiratornih i gastrointestinalnih bolesti. U usporedbi s RNA virusima, ovaj
virus je otporan na inaktivaciju iz okolisa i ultraljubicasto zra¢enje. AdV su rasprostranjeni po
cijelom svijetu a rezervoar je zarazeni ¢ovjek ili kliconoSa. Utvrdeno je da su AdV odgovorni
za pojavu vecéeg broja rekreacijskih bolesti koje se prenose putem vode, a ve¢inom su bolesé¢u

zahvaceni kupaci U bazenima. (3)

Enterovirusi (EV) su jednolan¢ani RNA virusi iz obitelji Picornaviridae. EV koji se
prenose vodom kod ljudi podijeljeni su u &etiri vrste : EV-A, -B, -C, i -D. Mogu uzrokovati
ocne, respiratorne i gastrointestinalne bolesti ali i meningitis, paralize i miokarditis. Virus se
izluCuje iz gastrointestinalnog trakta te gornjih di$nih puteva. (15) Od 55 virusnih epidemija
koje su bile povezane s rekreacijskim vodama za kupanje, EV su bili uzrokom njih deset. (7)
Dvije epidemije bile su povezane s jezerima, jedna s morskom vodom, Cetiri S rijekama a ostale

epidemije bile povezane s bazenima.

Norovirusi (NoV) su jednolanc¢ani RNA virusi bez ovojnice iz obitelji Caliciviridae.
Najcesci su uzrocnici virusnog gastroenteritisa kod ljudi. Od epidemija u rekreacijskim vodama

¢iji su uzrocnici virusi, 25 epidemija izazvano je NoV. (7)

Epidemioloska studija provedena je u SAD-u 2010. godine (16) a ispitani su uzorci
slatke vode zbog prijave kupaca o pojavi gastrointestinalnih smetnji. Tehnikom gPCR-om
analizirana su 23 uzorka na Cetiri ljudska virusa (AdV, EV, NoV GI, NoV GII) te Cetiri
bakterijska markera. Dobiveni rezultati povezani su s podacima o izloZenosti ljudi, u
istrazivanju u kojem je sudjelovalo 600 kupaca. NajceS¢e identificirani virus u ovom
istrazivanju je bio AdV, zabiljezen u 35% uzoraka. Niti jedno podatak qPCR analize nije
pokazao znacajnu povezanost s pojavom bolesti, u modelima pojedina¢nih mikroorganizama
kori$tenjem univarijatne ili multivarijatne logisti¢ke regresije. Kada su uklju¢ene koncentracije
E. coli tada dolazi do povezanosti s AdV-a te do pojave proljeva i gastrointestinalnih bolesti.
Navedeno istrazivanje ukazuje na potencijal primjene multimikrobnog pristupa za procjenu
rizika od bolesti koje se prenose rekreacijskim vodama, putem virusa i bakterija.
1.2.1.3  Ostali mikrobioloski pokazatelji (Clostridium perfringens)

Clostridium perfringens (CP) je gram pozitivna sporogena anaerobna bakterija, Siroko
rasprostranjena u prirodi. Nalazi se u gastrointestinalnom sustavu ljudi i zivotinja. (17) Koristi
se kao sekundarni pokazatelj fekalne kontaminacije. (18) EU Direktiva o vodama za kupanje

(2006/7/EC), koja je trenutno na snazi, definira kategorije kvalitete vode za kupanje na temelju



koncentracije E. coli i crijevnih enterokoka. Kako bi se poboljsala procjena mikrobne
kontaminacije, predlaze se povremeno ukljucivanje dodatnih indikatora, poput C. perfringens.
Prisutnost CP ukazuje na starije onecis¢enje mora i voda, nastalog najcesce zbog utjecaja
sustava za odvodnju otpadnih voda. U brojnim je istrazivanjima mikrobiolosko oneci$¢enje
mora uslijed utjecaja ispusta otpadnih voda prac¢eno odredivanjem prisutnosti i broja CP. (19)
C. perfringens, u odnosu na rutinske FIBs, ima bolju sposobnost prezivljavanja u nepovoljnim
uvjetima. Morski sediment jace je optere¢en CP, u odnosu na stupac vode. U americkoj
saveznoj drzavi Havaji CP se koristi kao rutinski dodatni pokazatelj fekalne kontaminacije u
tropskim i suptropskim vodama i sedimentima. Rutinski se koristi zbog toga $to je teSko utvrditi
izvor oneciS¢enja uz pomo¢ rutinskih parametara (E. coli i crijevni enterokoki) u tropskim
morskim vodama. Enterokoki se koriste kao indikatori ljudskog izmeta dok su u tropskim
vodama prirodno prisutni iz tla zbog visih temperatura u tropskom podrucju. Stoga, prikupljene
informacije o poviSenim vrijednostima enterokoka u uzrocima mogu biti pogresne. Drzava
Havaji je prikupila vise od 29 000 uzoraka tijekom 27 godina kako bi se CP mogao uvesti kao
parametar za otkrivanje fekalnog oneciS¢enja. Trenutno se ispituje opasnost CP-a na zdravlje
kupaca kako bi se u tropskim morskim vodama mogao uvesti kao primarni indikator fekalnog
onecisc¢enja. (18)

1.2.2  Ostali mikrobioloski rizici
Osim mikroorganizama koji se u rekreacijske vode uneseni putem fekalnih otpadnih

voda i izluCevinama ljudi i Zivotinja, prisutni su i drugi mikroorganizmi koji nisu fekalnog
podrijetla. Takvi mikroorganizmi u odredenim podru¢jima mogu biti autohtoni. Nakon sto
dospiju u vode, nastanjuju se te se u okolisu te odrzavaju putem Zivotinja (domacina). Brojne
navedene vrste mikroorganizama povezuju se s ljudskim infekcijama u rekreacijskim vodama.
Prilikom izlaganja kupaca ovakvim vrstama mikroorganizama, postoji veliki rizik od
antimikrobne rezistencije. Opasnosti mogu biti povezane s cijanobakterijama i algama te
patogenima koji se nalaze u pijesku na plazi, poput helminta koji se prenose putem tla. Bakterije
Vibrio alginolyticus, V. cholerae 01/0139, V. parahaemolyticus te V. vulnificus mogu se naci
u moru te izazivati infekcije uha, upalu pluca te gastroenteritise. U moru se jo§ moze nalaziti i
Aeromonas spp. koji moze izazvati upalu pluca te Staphylococcus aureus (unesen s koze
kupaca) koji uzrokuje infekcije koze. Pseudomonas aeruginosa (PA) takoder predstavlja rizik
za zdravlje 1 uzrokuje infekcije koze, o€iju 1 uha. PA je bakterija koja je sveprisutna u vodama
1 okoliSu. Na njezinu prisutnost utjecu lokalni ¢imbenici kao Sto su temperatura i salinitet. Ne-

fekalni je patogen u vodi i moru te moze biti potencijalna opasnost za kupace. (3)



1.2.2.1 Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa (PA) je sveprisutna bakterija iz okoliSa koja se moze naéi gotovo svugdje.

(20)Gram negativna je bakterija, koja moze izazvati i teske infekcije kod ljudi. Zbog prirodne
otpornosti na antibiotike i sposobnosti stvaranja biofilma infekcija, ovom bakterijom
predstavlja ozbiljan terapijski problem. (21) Cesto se moze izolirati iz morske i slatke vode, a
u istrazivanjima u razli¢itim zemljama izolirana je iz morskog pijeska. (22) PA nije indikator
fekalnog oneciS¢enja ali moze biti korisna bakterija prilikom definiranja kakvo¢e mora za
kupanje. (23) U studiji iz 2014. godine (23) provodilo se uzorkovanje morske vode i sedimenta
u meduplimnoj zoni duz Perzijskog zaljeva. Uzorci morske vode prikupljeni su s dubine od 30
cm ispod povrsine kako bi se izbjegao izravan ucinak suncevog ultraljubicastog zracenja na
povrsinski sloj vode. Takoder, prikupljeni su sedimenti s razli¢itih dubina. Analize su odradene
na mikrobioloske pokazatelje: ukupni koliform, fekalni koliform te P. aeruginosa standardnim
metodama. PA je nadena u obalnom podrucju Shoghab Parka u najve¢em broju od 10 CFU/100
mL. Podru¢je Shoghab Parka je suofeno s raznim antropogenim utjecajima kao $to su izmet
kupaca, bacanje otpada, ispusStanje otpadnih komunalnih (fekalnih) voda u more. Takoder,
navedeno podrucje Cesto se koristi za rekreacijske potrebe kao Sto su plivanje, ribolov te
rekreacijska voznja ¢amcem. Rezultati prikazuju i fizikalno kemijske karakteristike uzoraka
morske vode. Srednje vrijednosti temperature u uzorcima morske vode bile su u rasponu od
31,5-32,5 °C a pH je iznosio 8,16-8,41. Salinitet u uzorcima morske vode bio je u rasponu
izmedu 27,7 1 37 %o. Pearsonova analiza pokazala je znacajnu inverznu korelaciju izmedu
razina koncentracija ukupnih koliforma, fekalnih koliforma, P. aeruginosa i saliniteta. Podaci
su pokazali da smanjenjem saliniteta dolazi do povecanja vrijednosti indikatorskih bakterija u
uzorcima morske vode. Studija iz 2012. godine (24) pokazuje da P. aeruginosa ima bolju
sposobnost prezivljavanja u pijesku na plazi nego u morskoj vodi. Fekalni indikatori
onecis¢enja koji su rutinski parametri u procjeni kakvoée mora ne isklju¢uju moguénost zaraze
ne-crijevnim patogenima kao §to je P. aeruginosa s kojim se povezuju bolesti koze, gornjeg
diSnog sustava, oka, uha, nosa 1 grla. Vecina prijavljenih slucajeva zaraznih bolesti koje su
povezane s plivanjem u prirodnim rekreacijskim vodama, zapravo su bili ne-fekalnog
podrijetla. Zbog mogucénosti zaraze ne-fekalnim mikroorganizmima, stvara se potreba za
uvodenjem ne-fekalnih indikatorskih organizama. P. aeruginosa je bakterija koja moze
posluziti kao dodatni indikatorski organizam zbog toga §to je u morskoj vodi utvrdena pozitivna
korelacija izmedu infekcije koze 1 prisutne razine PA. (25) Navedena studija (24) istrazuje
utjecaj okoli$nih faktora na ne-fekalne indikatore u suptropskom morskom okruzenju. Visoke

temperature u tropskim podruc¢jima olakSavaju povecanje fekalnih indikatorskih bakterija stoga
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se trenutni parametri (E. coli i crijevni enterokoki) mogu smatrati neprikladnima za tropska i
suptropska podruéja. Studija predlaze uvodenje dodatnih parametara kao $to su P. aeruginosa
i C. perfringens. Studija iz 2019. godine (26) dokazuje da je PA nakon prirodnog isparavanja
morske vode ostaje zarobljen u kristalima morske soli formiranim u laboratoriju te godinama
opstaje u njima. Ima izuzetnu fizioloSku sposobnost prilagodbe na rast pri visokim
koncentracijama soli. PA je trenutno intenzivno istrazivana bakterija, zbog istaknute uloge u
razvoju bolesti. Zbog relativno velikog genoma i fleksibilnih metabolickih sposobnosti, ova
bakterija iskoriStava brojne ekoloske niSe. (21) PA je pokazatelj razine organskih tvari te
opterecenja u morskom okolisu, zbog vrlo velikog porasta pri temperaturama inkubacije 22 °C

i37°C. (27)

Nakon izloZenosti kontaminiranoj vodi, PA uzrokuje koZne osipe te infekcije oka i uha.
Bakterija se moZe unijeti u organizam ingestijom. Takoder, moZe izazvati upale pluca,
urinarnog i gastrointestinalnog trakta. (22) Uzrokuje probleme kod imunokompromitiranih
osoba a smrtnost od ove bakterije najocitija je kod pacijenata s cisti¢cnom fibrozom. Veliki
problem predstavlja u sluc¢aju kada kupaci imaju opekline na kozi i kroni¢ne rane. Kada se
infekcija ovom bakterijom utvrdi, predstavlja problem za lijeCenje, upravo zbog otpornosti na
antibiotike. Genom bakterije kodira mnostvo gena otpornosti te enzime koji su otporni na beta-
laktamske i aminoglikozidne antibiotike. Terapija protiv PA je izazovna zbog nedostatka novih
antimikrobnih terapeutika. Stvaranje biofilma poboljSava sposobnost uzrokovanja infekcije

Stiteci bakteriju od terapije lijekovima. (21)

1.3 Zakonska legislativa i ostali relevantni dokumenti

1.3.1 EU Direktiva o vodi za kupanje (2006/7/EC) i nova u pripremi
Direktiva 2006/7/EZ od 15. velja¢e 2006. godine o upravljanju kvalitetom vode za

kupanje stavlja izvan snage Direktivu 76/160/EZ iz 1976. godine. Direktiva je uspostavljena
Europskim parlamentom i1 Vije¢em Europske unije, uzimaju¢i u obzir ugovor o uspostavi
Europske zajednice, prijedlog komisije te miSljenje Europskog, gospodarskog i socijalnog
odbora. Misljenje je uzeto i od Povjerenstva Regije a odobrenje je dao Odbor 8. prosinca 2005.
godine. Cilj direktive je upravljanje kakvo¢om vode te zastita i poboljsanje kvalitete okolisa i
zastita zdravlja ljudi, nadopunjavanjem Direktive 2000/60/EZ. Direktiva se razvijala na temelju
tadasnjih znanstvenih dokaza. Direktiva koristi pouzdane indikatorske parametre Koji
predvidaju mikrobioloski rizik (rizik za zdravlje kupaca), ¢ime se postize visoka razina zastite.
Ova Direktiva utvrduje odredbe za pracenje i klasifikaciju voda za kupanje, kvalitetu voda za

kupanje, upravljanje kakvo¢om vode za kupanje te informiranje javnosti o kvaliteti vode.
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Direktiva se primjenjuje na bilo koju povrSinsku vodu gdje nadlezno tijelo ocekuje veliki broj
kupaca. Ne primjenjuje se na bazene i spa bazene, zatvorene vode koje se tretiraju ili koriste za
terapijske svrhe te umjetno napravljene zatvorene vode odvojene od povrsinskih voda. U tablici

3. prikazani su parametri za priobalne i prijelazne vode uz navedene referentne metode. (12)

Tablica 3. Parametri za priobalne i prijelazne vode

Izvrsna Dobra Zadovoljavajuca
Parametar Kkakvoca Kkakvoca Kkakvoca Referentne metode
Crijevni enterokok ISO 7899-1ili ISO
(cfu/100 mL) 100 200 185 7899-2
Escherichia coli (cfu/100 1ISO 9308-3ili ISO
mL) 250 500 500 9308-1

Nova Direktiva koja je u pripremi, ukazuje na problematiku pracenja mikrobioloskih
pokazatelja, pri ¢emu se predlaze nekoliko promjena. Dva glavna nedostatka aktualne Direktive
(2006/7/EC) jesu broj uzoraka koji se prikuplja za pracenje indikatora fekalnog onecisc¢enja te
okvir pra¢enja i upravljanja cijanobakterijama. Direktiva o vodama za kupanje (BWD) zahtjeva
najmanje Cetiri uzorka po sezoni kupanja, ukljucujuéi jedan uzorak koji se uzima neposredno
prije pocetka sezone kupanja. Nedostatak je to §to se na ovaj nafin uzima jedan uzorak
mjesecno tijekom sezone kupanja. WHO je 2018. godine preporucila povecanje minimalnog
godiSnjeg broja uzoraka na 20 uzoraka po sezoni kupanja. Procjenjuje se da je, s ovakvom
ucestalosti mjesecnog uzorkovanja, 15-20 % kupalista potencijalno pogresno ocijenjeno, pri
¢emu je zdravlje kupaca ugrozeno.(28) Brojne drzave ¢lanice EU ve¢ provode ¢es¢i monitoring
na razli¢itim lokacijama, ukljucujuci lokacije izlozene kratkotrajnom onecis¢enju i one s loSom
kvalitetom vode. Europski mikrobioloski stru¢njaci okupljeni u Europskoj mikrobioloskoj
ekspertnoj grupi (engl. European Microbiology Expert Group, EMEG) predlazu da se u novu
BWD uvode ucestalije prac¢enje kakvoce mora. umjesto definiranja minimalnog broja uzoraka
po sezoni kupanja, obzirom da trajanje sezone kupanja varira izmedu drzava. Prema WHO
smjernicama iz 2021. o kvaliteti vode za rekreaciju, uveden je koncept planova sigurnosti vode,
kao alata za procjenu i upravljanje rizicima. Uz indikatore fekalnog onecis¢enja koji su
obuhvacene Direktivom 2000/60/EZ , WHO je identificirao i druge rizi¢ne mikrobioloske
ookazatelje. Za europske vode su to uglavnom Shistosoma i Vibrio. WHO smatra da je pijesak

na plazi znacajna nisa, obzirom da moze sadrzavati brojne mikroorganizme koji predstavljaju
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izravan rizik za ljudsko zdravlje. Stoga se preporucuje da se prilikom upravljanja kvalitetom

vode na plazi, pijesak na plazi takoder treba uzeti u obzir. (29)

1.3.2 Nacionalna Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje (NN 73/2008)
»Na temelju ¢lanka 54. stavka 1. Zakona o zastiti okolisa (»Narodne novine«, broj

110/2007), Vlada Republike Hrvatske je na sjednici odrzanoj 20. lipnja 2008. godine donijela
Uredbu o kakvoc¢i mora za kupanje*. U navedenoj Uredbi propisuju se standardi kvalitete mora
za kupanje na morskim plazama. Odreduju se mikrobioloSki pokazatelji te su propisane
grani¢ne vrijednosti. Cilj uredbe jest postizanje propisanih standarda kvalitete mora za kupanje
te provodenje mjera upravljanja. Mjere upravljanja sastoje se od uspostavljanja vremenskog
kalendara pracenja, monitoring kvalitete mora za kupanje te ocjenjivanje kvalitete mora za
kupanje. Takoder, odreduje se i procjenjuje uzrok onecis¢enja koji moze utjecati na kvalitetu
mora za kupanje te rizik za zdravlje kupaca. Ovom uredbom poduzimaju se mjere kojima se
sprjeCava izlozenost kupaca onecis¢enju. Uspostavljaju se i odrzavaju profili mora za kupanje,
koji kao alat pomaze to¢nijoj procjeni rizika od onecis¢enja plaze. Mjere iz uredbe provodi
Zupanija a Ministarstvo koordinira navedene mjere. Prije pocCetka svake sezone kupanja
potrebno je izraditi kartografski prikaz morske plaze i profil mora za kupanje. ,,Poslove pracenja
kakvoce mora za kupanje obavlja pravna osoba ovlastena za poslove pracenja stanja iz podrucja
zastite okoliSa prema Zakonu o zastiti okolisa i Zakonu o vodama (ovlastenik)“. Monitoring
ukljucuje uzorkovanje, laboratorijske analize uzoraka, ocjene rezultata koji su dobivenih
analizom uzoraka, izradu izvjesca te profila mora za kupanje. ,,Sredstva za prac¢enje kakvoce
mora na morskoj plazi, izradu kartografskih prikaza morskih plaza, te izradu i1 obnavljanje
profila mora za kupanje prema odredbama ove Uredbe osigurava zupanija“. Prilikom uzimanja
uzoraka mora za kupanje, podaci se unose u obrazac uzorkovanja mora za kupanje (UMK). Na
slici 2. prikazan je obrazac UMK. Na slici 3. prikazan je profil mora za kupanje (PMK). Na

slici 4. prikazano je obnavljanje profila mora za kupanje. (1)
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Vietar Vidljivo

KPU KDU | Vrijeme Slanost Temp. | Temp. onetitéen CEu 100 | E.coliv
Smj at oI ol Sio 7raka (DC) mora (DC) jE ml 100 ml
N/SEW

Uzorak | Datum Sat

PO |Jatina /U

Slika 2. Obrazac UMK
(Izvor: Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje NN 73/08)

,»Opazanja ili mjerenja na dan uzorkovanja: Vjetar: - prisutan (P) ili odsutan (O); -
jacina: jak (J) ili umjeren (U); -smjer: sjeverni (N), juzni (S), isto¢ni (E), zapadni (W); kisa dan
prije uzorkovanja (KPU) i na dan uzorkovanja (KDU): odsutna (O), umjerena (U), jaka (J);
vrijeme: sun¢ano (S), obla¢no (O); vidljivo oneciS¢enje: navesti vrstu i razmjer; mikrobioloski

parametri: crijevni enterokoki (CE) i Escherichia coli (E. coli)*.

Naziv plaze: ..o

LoKkacyja: .oovveeeeeceeeeee, Tocke uzorkovanja: ..................
Geografske koordinate tocke uzorkovanja: (° “")A(° ")

ne< da < ne Prirodna plaza: < da <Uredena plaza:

Tip plaze: s vegetacijom< $ljun¢ana < stjenovita < pje$cana <
Prosje¢na temperatura mora (za vrijeme SeZone): ....occoceeeeereereeanennes
Slanost mora (za vrijeme sezone) Min./max. .........................
Prevladavajuci vietar (IN/S/E/W)I oo

Amplitude plime 1 0seke: ...

Klasifikacija nezadovoljavajuce< zadovoljavajuce < dobro <izvrsno <mora na plazi:
da Tip......... Koli¢ina=Prisustvo makroalgi/cvamji fitoplanktona: ne<......
Potencijalni izvori oneciscenja:

rijeka.< otpadne vode < drugi izvori<rje¢ica ili potok

Procjena stupnja rizika onec¢iscenja:

vrlo visok< visok < umjeren < nizak < vrlo nizak <

Vidljivo ne< da .. Specificiraj tip necistoce .... <oneciscenje plaze:

Utcestalost 1 trajanje o¢ekivanog oneciscenja

Postoji li na plazi sustav informiranja o ne< da <kakvoci plaze?

Postoje 1i metode upozoravanja u slucaju opasnosti ne< da <na plazi?

Koncesionar ili jedinica lokalne samouprave:

Kontakt-osoba u slu¢aju iznenadnog oneciscéenja:

AUTESAT ittt e
Laboratorij u kojem se obavlja analiza: .......c.cocooevevineeeeecrieiienanene

Slika 3. Profil mora za kupanje (PMK)
(Izvor: Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje NN 73/08)
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Razvrstavanje Ug¢estalost obnavljanja profila mora za
mora za kupanje | kupanje (prema Prilogu I. tablici 2)

nezadovoljavajuée | svake dvije (2) godine

zadovoljavajuce |svake tr1 (3) godine

dobro svake éetiri (4) godine

1ZVrsno samo u sluéaju ako se razvrstano mora
promijeni u »dobro«, nzadovoljavajuce« 1li
»nnezadovoljavajuée«

Slika 4. Obnavljanje profila mora za kupanje
(Izvor: Uredba o kakvo¢i mora za kupanje NN 73/08)

1.3.3  WHO smjernice za kvalitetu rekreacijskih voda (2021.)
Cilj Smjernica Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) o kvaliteti rekreacijske

vode (3) je zastita zdravlja i osiguravanje adekvatnog upravljanja kvalitetom rekreacijskih voda.
Smjernice su azurirane u odnosu na sadrzaj smjernica WHO-a iz 2003. godine za sigurnost
rekreacijskih voda. Klju¢ne promjene odnose se na stavljanje naglaska na preventivno
upravljanje rizikom, uz pomo¢ planova za sigurnost voda za rekreaciju. Opasnosti koje se ne
odnose na kvalitetu vode (utapanje, izlaganje suncu, toplini i hladno¢i te opasni vodeni

organizmi) su izvan opsega ovih smjernica.

Smjernice su usredotoCene na upravljanje kvalitetom obalnih i slatkovodnih voda.
Lokacije s vodama za rekreaciju su ekosustavi koji se sastoje od niza vodenih organizama,
ukljucujuéi ribe, Skoljke, kukce 1 ptice. Navedeni organizmi mogu biti smetnja tijekom kupanja
u rekreacijskim vodama te mogu uzrokovati opasnost za ljudsko zdravlje. Smjernice
pokusavaju uravnoteziti zastitu ljudskog zdravlja s ciljevima zastite okoli$a, obalnih i vodenih
ekosustava. Smjernice su namijenjene drzavnim 1 lokalnim vlastima te ostalim subjektima koji
imaju obvezu provoditi mjere za osiguranje sigurnih rekreacijskih voda, a mogu se
implementirati zajedno s mjerama zastite okolisa. U slucaju ako nije drugacije navedeno,
smjernice se odnose na opc¢u populaciju koja boravi u svim vrstama rekreacijskih voda, koje
ukljucuju izravan kontakt s vodom, udisanje morske vode i1 boravak na plazi. Prijedlog je da
imunokompromitirane osobe potraze lijecnicki savjet o individualnoj toleranciji prema
izloZenosti povrSinskim rekreacijskim vodama. Smjernice ukljuCuju opis trenutnog stanja o
mogucim Stetnim ucincima na ljudsko zdravlje prilikom koriStenja rekreacijskih voda za
kupanje. Donose se preporuke za nacionalne ciljeve, koji se temelje na zdravstvenom nadzoru,
procjeni rizika, prac¢enju kvalitete vode, kontroli opasnosti povezanih s ljudskim zdravljem te
komunikaciji s javnosc¢u. Osnovne preporuke za provodenje mjera od strane nacionalnih tijela

i osoba koje su odgovorne za provedbu planova sigurnosti vode za rekreaciju (engl.
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Recreational Water Safety Plan, RWSP) saZeti su u smjernicama. Takoder, smjernice ukljucuju
I savjete za svaku vrstu rizika, ukljucujuci one za pokazatelje, informacije o procjeni stanja

ekosustava, monitoringu i upravljanju komunikacijom relevantnom za RWSP. (3)

1.3.4 WHO preporuke za vode za kupanje (2018.)
Preporuke WHO-a objavljene 2018. godine, razmatraju znanstveni, analiticki i

epidemioloski razvoj, relevantan za parametre kvalitete vode za kupanje u Direktivi o vodama
za kupanje (2006/7/EZ). Glavni cilj Direktive 2006/7/EZ Europskog parlamenta i Vijeca o
upravljanju kvalitetom vode za kupanje je zastita javnog zdravlja. Kako bi se ovaj cilj ostvario,
vazno je preispitivati parametre 1 metodologiju koja se koristi za odredivanje kvalitete vode za
kupanje. Istrazivanja na vodama za kupanje nastavljena su nakon objavljivanja Smjernica
WHO-a 2003. godine i trenutne Direktive o vodama za kupanje (2006/7/EC). Ovaj dokument
sadrzi najnoviju znanstvenu literaturu o postoje¢im parametrima Direktive o vodama za
kupanje (crijevni enterokoki i E. coli). Takoder, dokument preispituje realne mogucnosti
primjene dodatnih parametara, poput virusnih indikatora, kao i Stetno cvjetanje algi. Uz
literaturu i pregled trenutnog nacina klasifikacije, ukljucuje i doprinose predstavnika ¢lanica
kroz ispunjavanje upitnika o vodama za kupanje, sastanke skupina strucnjaka i sudionika te
primljene povratne informacije o osnovnim dokumentima. Dokument predstavlja preporuke
WHO-a o azuriranju Aneksa i Direktive o vodi za kupanje. Preporuke su da se unutar Direktive
0 vodama za kupanje zadrze dva trenutno koristena pokazatelja (crijevni enterokoki i E. coli)
kao i Cetiri razine unutar aktualnog sustava klasifikacije (izvrsno, dobro, dovoljno i lose).
PredloZene izmjene ukljuCuju povecanje minimalnog godiSnjeg broja uzoraka s Cetiri na
dvadeset, kao i koristenje 95-percintilne vrijednosti za svaku kategoriju sustava klasifikacije,
umjesto trenutnog koristenja i 95- i 90-percentilnih vrijednosti. Kako bi se smanjila pogre$na
klasifikacija lokacija na kojima podaci ne prate normalnu distribuciju (koriste¢i Shapiro-

Wilksov test), preporucuje se koristenje Hazenove metode. (7)

Nadalje, ISO metoda (9308-1) za analizu E. coli vise se ne preporucuje, jer je nakon
revidiranog izdanja primjena ove metode prikladna za vode s ocekivanim niskim brojem
bakterija te kao takva nije primjenjiva na vode za kupanje. U raspravi o mogu¢nosti primjene
dodatnih pokazatelja, zaklju¢eno je da se u ovom trenutku ne podrzava ukljuéivanje virusnog
indikatora ili patogena kao rutinskog pokazatelja. Istovremeno, utvrdeno je da trenutni sustav
za morski fitoplankton (promatranje kao dio profila vode za kupanje) odgovara svrsi. Preporuka
je da se na lokacijama s rizikom od cvjetanja slatkovodnih cijanobakterija primjeni novi sustav

klasifikacije te upravljanja, temeljem smjernica koje trenutno razvija WHO. Drzavama
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¢lanicama EU potrebno je omoguciti da odaberu koje ¢e parametre pratiti (biovolumen,
klorofil-a, fikocijanin, prozirnost, koncentracija toksina). Prijedlog je da se putem profila za
kupanje, za lokacije na kojima se kod kupaca pojavljuje svrbez ili infekcije rana, a koje su
dokazano uzrokovane npr. Vibrio spp., javnosti pruze informacije i savjeti vezani za higijenske
mjere. Antimikrobnu otpornost je u fazi istrazivanja, stoga su podaci jo§ nedostatni te nisu
spremna za redovnu uporabu. Za problem mikroplastike u vodenim okolisima, koja spada u
podrucje primjene okvirne direktive o morskoj strategiji, trebalo bi se kroz odredeno razdoblje
vidjeti je li relevantan za Direktivu o vodi za kupanje . U buduénosti bi se trebala razmotriti
primjena Direktive o vodi za kupanje, a koja je trenutno ograni¢ena na kupace, i na druge
rekreacijske aktivnosti, ¢iji je intenzitet u porastu. Zakljuéeno je da se velik broj rekreacijskih
aktivnosti na vodi moze odvijati na lokacijama u vodi za kupanje, ali bi se te aktivnosti trebale
posebno uzeti obzir. U tom bi slucaju bilo potrebno uvesti dodatne lokacije uzorkovanja,
produljiti vremensko razdoblje uzorkovanja, zbog toga Sto se neke rekreacijske aktivnosti

odvijaju izvan sezone kupanja te takoder zonirati kupalista. (7)
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2 CIL ISTRAZIVANIJA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati pojavnost i koncentraciju mikrobioloskog
pokazatelja P. aeruginosa u moru za kupanje na podrucju urbanih plaza zapadnog dijela grada

Rijeke (Kantrida), u razli¢itim okoliSnim uvjetima.

Takoder, ispitana je povezanost pokazatelja P. aeruginosa s pokazateljima fekalnog
oneciscenja koji se rutinski odreduju prema Uredbi (NN 73/08) (E. coli i crijevni enterokoki),
kao i s dodatnim fekalnim (C. perfringens) i ne-fekalnim (S. aureus, UBB/37/22) indikatorima

mikrobioloskog opterecenja.
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3 MATERUALI T METODE

3.1 Podrucje istrazivanja
Istrazivano podrucje ukljucuje Cetiri plaze na podrucju Kantride, u zapadnom dijelu

grada Rijeke. Lokacije uzorkovanja izabrane su temeljem povijesnih podataka, koji su ukazivali
na pojacano mikrobiolosko opterecenje. Navedeno podrucje bilo je predmetom intenzivnog
uzorkovanja i ispitivanja (27) u vremenskom periodu od 2012. do 2014. godine. Na tim je
plazama Sest lokacijama na kojima se redovno kontrolira kakvo¢a mora za kupanje: 3. Maj,
Kantrida istok i zapad, Nogometno igraliste, Ploce istok i zapad. Zbog bolje procjene
mikrobioloskog opterecenja, istrazivano podrucje pokriveno je s gustom mrezom lokacija te je
uzorkovanje provedeno na ukupno 30 lokacija. Na slici 5. prikazan je satelitski prikaz svih
lokacija a na slici 6. prikazan je satelitski prikaz plaze 3. Maj s oznakama mjesta uzorkovanja.
Na slici 7. prikazan je satelitski prikaz plaze Kantrida zapad i Kantrida istok s mjestima
uzorkovanja. Na slici 8. prikazan je satelitski prikaz plaze Nogometno igraliste s prikazanim
mjestima uzorkovanja a na slici 9. prikazan je satelitski prikaz plaza Ploce zapad i Ploce istok

s prikazanim mjestima uzorkovanja.

NOGOMETNO IGRALISTE ‘
KANTRIDA

Pibes
\.&d

————

KANTRIDA ISTOK

Slika 5. Satelitski prikaz svih lokacija 5
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)
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Slika 6. Satelitski prikaz plaze 3. Maj s oznakama mjesta uzorkovanja 5
(lzvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

L0 o '.l, 1 .". -~
'+ KANTRIDA ZAPAD

KANTRIDA ISTOK ':-

v.‘\. T= ' ,4\" (‘

Slika 7. Satelitski prikaz plaze Kantrida zapad i Kantrida istok s mjestima uzorkovanja
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)
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NOGOMETNO IGRALISTE :

Slika 8. Satelitski prikaz plaze Nogometno igraliSte s prikazanim mjestima uzorkovanja
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

Satelit ~

Slika 9. Satelitski prikaz plaza Ploc¢e zapad i Ploce istok s prikazanim mjestima uzorkovanja
(lzvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)
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3.2 Uzorkovanje
Uzorkovanje se provodilo pomocu ru¢nog uzorkivaca u koji se umetne sterilna boca od

250 mL ili 500 mL. Uzorak za mjerenje saliniteta i temperature mora uzimao se je pomocu
teleskopskog Stapa s ugaonom ¢asom od polipropilena. Uzorci su uzeti s obale, u moru dubine
najmanje jedan metar te najmanje jedan metar od obalne linije, 20-30 cm ispod povrSine mora.
Nakon svakog uzetog uzorka, alkoholnim termometrom mjerila se temperatura mora. Sterilne
staklene boce morale su biti oznacene s obzirom na lokaciju uzorkovanja te je svaka boca nosila
svoju oznaku. Nakon toga uzorci su spremljenu u hladnjake te transportirani u Nastavni zavod
za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zzupanije, laboratorij za mikrobiologiju voda, gdje su u

§to kra¢em vremenu analiti¢ki obradeni.

Prilikom uzimanja uzoraka, koristio se obrazac UMK (obrazac uzorkovanja mora za
kupanje) u kojem je potrebno naznaciti sat uzorkovanja, jacinu, smjer i prisutnost vjetra, kisu
na dan uzorkovanja i kiSu dan prije uzorkovanja, vrijeme (sunc¢ano, obla¢no, poluobla¢no),
temperaturu zraka, temperaturu mora te komentar (ukoliko postoje u moru zivotinje ili bilo

kakav otpad koji bi mogao utjecati na rezultate).

Za potrebe ovog istrazivanja u 2023. godini uzeto je 30 uzoraka mora tijekom susnog

razdoblja te 30 uzoraka mora nakon kisnog razdoblja. U 2023. godini prikupljeno je 60 uzoraka.

Takoder, koriSteni su podaci za 965 uzoraka, proistekli iz istrazivanja provedenog na

istim lokacijama, 2012. — 2014. godine.
Ukupan broj analiziranih uzoraka iznosio je 1025.

Na slici 10. prikazan je ru¢ni uzorkiva¢ a na slici 11. sterilne boce (500 mL i 250 mL)
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Slika 10. Ru¢ni uzorkivaé 5
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okoliSa NZZJZ PGZ)

Slika 11 . Sterilne boce (500 mL i 250 mL)
(1zvor: autor)

3.3 Fizikalno kemijski pokazatelji
Od fizikalno- kemijskih pokazatelja mjerena je temperatura zraka, temperatura mora,

salinitet, pH te mutnoca. Salinitet mora odredivao se je in situ terenskom sondom (YSI Model
30). Temperatura mora i zraka mjerila se alkoholnim termometrom, s podjelom ljestvice 10/1

°C. Mutnoca i pH mjerili su se u Odsjeku za vode i otpad, u Nastavnom zavodu za javno

23



zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije, turbidimetrom (uredaj za mjerenje mutnoce) te pH

metrom.

3.4 Kolicina oborina i jakost Sunc¢evog zra¢enja (DHMZ)
Podaci o koli¢ini oborina i jakosti Suncevog zracenja zatrazeni su od Drzavnog

hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ). Podaci su zatrazeni uz pomo¢ zahtjeva za dnevne

koli¢ine oborina i temperature zraka te zahtjeva za podatke globalnog zracenja.

3.5 Mikrobioloski pokazatelji

3.5.1 Pseudomonas aeruginosa
Broj P. aeruginosa odredivao se je metodom HRN EN ISO 16266:2008. Nakon filtracije

100 mL uzorka mora filteri su se prenijeli na selektivni medij Pseudomonas Agar Base/CN-
agar na (36+2) °C kroz (44+4) h. Karakteristi¢ne kolonije koje produciraju plavo-zelenu boju
(piocijanin) dokaz su P. aeruginosa. Membranski filter dodatno je je potrebno ispitati pod UV
lampom pri ¢emu treba izbjegavati duze vrijeme izlaganja UV svjetlu, kako se ne bi ostetile
bakterijske stanice. Suspektne kolonije, koje fluoresciraju a ne produciraju piocijanin kao i
crvenkasto-smede kolonije s CN-agara se presaduju se na Nutrijent agar te inkubiraju pri (36+2)
°C tijekom (22+2) h Kolonije koje fluoresciraju a ne produciraju piocijanin (nisu plave/zelene)
brojale su se kao sumnjive na P. aeruginosa, a za daljnju identifikaciju korist se potvrdnim
testom produkcije amonijaka upotrebom acetamid brotha. Kolonije porasle na Nutrijent agaru
prenijele su se u epruvete s acetamid brothom, a epruvete su se inkubirale pri (36x2) °C tijekom
(22£2) h. Nakomn inkubacije, u epruvete se doda 1-2 kapi Nesslerovog reagensa te se prati
pojava amonijaka, odnosno Zuto do ciglasto-crveno obojenje, §to je dokau P. aeruginosa.
Kolonije crvenkasto-smede boje, koje ne floresciraju broje se kao sumnjive na P. aeruginosa.
Dalje se potvrduju slijede¢im testovima: oksidaza testom, produkcijom amonijaka upotrebom
acetamid brotha i pojavom fluorescencije na King's B mediju. Na slici 12. prikazan je
karakteristiCan porast P. aeruginosa (zelene boje) na CN agaru. Na slici 13. prikazana je
detekcija P. aeruginosa UV lampom.
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Slika 12. Karakteristi¢ni porast P. aeruginosa (zelene boje) na Pseudomonas Agar Base/CN-agar (CN
agar)
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

Slika 13. Detekcija P. aeruginosa UV lampom
(Izvor: autor)
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Uzorci su analizirani na sljede¢e mikrobioloske pokazatelje:

e ukupan broj bakterija pri 37°C (UBB/37)
e ukupan broj bakterija pri 22°C (UBB/22)
e crijevni enterokoki

E. coli

P. aeruginosa
e S.aureus
e C. perfringens.

Uzorci su se obradivali tehnikom membranske filtracije za sve navedene pokazatelje,
osim za UBB/37 i UBB/22.

3.5.2 Ostali mikrobioloski pokazatelji
3.5.2.1 Ukupni broj kolonija
Uzorci za pokazatelj ukupni broj kolonija obradeni su ,,pour plate* tehnikom, odnosno

tehnikom ulijevanja temperiranog hranjivog agara, prema modificiranoj normi HRN EN ISO
6222:2000. Metoda je modificirana na nacin da se umjesto kvaséevog agara koristio Marine
agar, po sastavu bogatiji solima te stoga pogodniji za kultivacijuj bakterija iz morskog
okruzenja. U sterilnu Petrijevu plocu prenese se 1 mL uzorka morske vode (ili adekvatno
razrjedenje) koji se prelije s 10-15 mL rastopljenog i temperiranog Marine agara. Nakon
dodavanja Marine agara, Petrijeva ploc¢a se 'mijesala’ kruznim pokretima po stolu kako bi doslo
do homogenizacije uzorka mora i hranjivog agara. Petrijeve ploce se preokrenu te se inkubiraju
pri 37° C tijekom 48 sati te pri 22 °C tijekom 72 sata. Broje se sve porasle kolonije, a rezultat
se izrazava kao CFU/mL. Na slici broj 14. prikazan je porast na Marine agaru (UBB/37) a na
slici 15. prikazan je porast na Marine agaru (UBB/22).
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Slika 14. Mikrobioloski pokazatelj ukupni broj kolonija na temperaturi 37°C (UBB/37), porast na
Marine agaru y
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

Slika 15. Mikrobioloski pokazatelj ukupni broj kolonija na temperaturi 22°C (UBB/22), porast na
Marine agaru 5
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

Kod tehnike membranske filtracije mikroorganizmi iz uzorka morske vode zadrzavaju
se na membranskom filteru, obzirom da su pore filtera (0,45 um) manje od prosje¢nog promjera
bakterijske stanice (~ 1 um). Nakon filtracije 100 mL uzorka (ili manjeg volumena ili

adekvatnog razrjedenja), filter se prenosi na odredenu vrstu selektivne hranjive podloge, ovisno
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o0 mikroorganizmu koji se ispituje. Vrsta hranjive podloge te uvjeti inkubacije (vrijeme i
temperatura), propisani su u pripadajuéim ISO normama (ISO — engl. International
Organization for Standardization, Medunarodna organizacija za normizaciju), za Svaki
pokazatelj. Nakon inkubacije hranjive podloge, na hranjivom agaru broje se kolonija
karakteristi¢énih morfoloskih osobina te se po potrebi rade dokazni testovi. Na slici 16. prikazan

je set za membransku filtraciju.

Slika 16. Set za membransku filtraciju
(Izvor: autor)

3.5.2.2 Enterokoki
Prisustvo i broj crijevnih enterokoka odredivano je prema HRN EN 1SO 78992:2000.

Volumen od 100 mL uzorka morske vode profiltrirao se je preko membranskog filtera koji se
prenio na selektivhu SBA hranjivu podlogu (Slanetz i Bartley agar). Inkubacija se odvijala pri
temperaturi od 37°C tijekom 24 - 48 sata. Medij sadrzi inhibitor rasta Gram-negativnih
bakterija, natrij azid (NaN3) te 2,3,5-trifeniltetrazolium klorid (TTC otopina), koji sluzi kao
indikator koji crijevni enterokoki reduciraju u crveni formazan. Inkubacija se vr$i na 36+2 °C
tijekom 44+4 h. Kolonije tipi¢ne morfologije su uzdignute, crvene, smede do ljubicaste boje
(boje kestena). Ukoliko na SBA agaru porastu tipi¢ne kolonije, potrebno je provesti dokazni
test. Filter se prenese na BAA agar (engl. Bile Aesculin Agar, Zu¢ni eskulin azid agar) koji se
inkubira 2 sata na 44 °C. Crijevni enterokoki hidroliziraju eskulin u sastavu podloge do krajnjeg
produkta 6,7-dihidroksikumarina koji s Fe®* daje tamno do crno obojenu tvar koja difundira u
medij (oko kolonija se stvara crni halo). Crni halo je dokaz crijevnih enterokoka. Na slici 15.

prikazani su crijevni enterokoki na SBA agaru.
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Slika 17. Crijevni enterokoki na SBA agaru (Slanetz i Bartley agar) 5
(Izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

3.5.2.3  Escherichia coli
E. coli odredivana je temperaturno modificiranom metodom HRN EN ISO 9308-

1:2014/A1:2017, filtriranjem 100 mL uzorka mora kroz sterilni filter, veli¢ine pora 0,45 pum.
Nakon filtracije, membranski filter je prenesen na kromogenu selektivnu CCA hranjivu
podlogu (engl. Chromogenic Coliform Agar). Petrijeve plo¢e inkubirane su pri 36 °C + 2 °C
tijekom 21 + 3 sata, nakon ¢ega se broje porasle kolonije. Kolonije roze do crvene boje dokaz
su prisutnosti koliformnih bakterija (B-D-galaktozidaza pozitivna reakcija), a kolonije plave
boje dokaz su E. coli (B-D-galaktozidaza i B-D-glukuronidaza pozitivna reakcija). Na slici 18.

prikazan je karakteristi¢an porast E. coli na CCA agaru.
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Slika 18. Karakteristi¢an porast E. coli na CCA agaru
(Izvor: autor)

3.5.2.4 Staphylococcus aureus
Obzirom da za dokazivanje i brojanje S. aureus u vodi nije dostupna ISO norma,

koristena je modificirana metoda Americkog javno zdravstvenog udruzenja (eng. American
Public Health Association — APHA) u dijelu 9312 B Standardnih metoda (22 st. Ed 2017.).
Modifikacija se odnosila na primjenu CHROMagarTM Staph aureus hranjive podloge, umjesto
Baird Parker + Egg Yolk hranjivog agara. Nakon filtracije uzorka volumena 100 mL, filter se
prenese na CHROMagarTM Staph aureus ploc¢u, koja se inkubira na 37 °C tijekom 18 — 24 h.
Na kromogenom hranjivom agaru se tijekom inkubacije formiraju se karakteristicne kolonije
izrazite svijetlo ljubicaste boje, dok je porast kolonija ostalih bakterija inhibiran, ili su bezbojne

ili plave boje. Na slici 19. prikazan je porast S. aureus na CHROM agaru.
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Slika 19. Porast S. aureus na CHROMagarTM Staph aureus hranjivoj podlozi (karakteristi¢ne kolonije
ruzicaste boje)
(Izvor: autor)

3.5.2.5 Clostridium perfringens
Za dokazivanje i brojenje C. perfringens primijenjena je metoda HRN EN ISO

14189:2016. Nakon filtracije 100 mL uzorka morske vode, filter je prenesen na selektivnu
hranjivu TSC podlogu (engl. Tryptose Sulfite Cycloserine Agar). Nakon inkubacije pri 44° C
tijekom 24 sata u anaerobnim uvjetima broje se karakteristi¢éne kolonije na hranjivom agaru.
Suspektne kolonije su crne ili sive do Zuto-smede boje. Kao potvrdni test koristi se kisela
fosfataza, pri cemu se javlja ljubicasto obojenje kolonije. Na slici 20. prikazan je porast C.

perfringens na TSC agaru.
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Slika 20. Porast C. perfringens na Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC agaru)
(Izvor: autor)

3.6 Statisticka obrada podataka
Statisticka obrada podataka provedena je pomocu TIBCO Statistica v. 14.0.1.25

programskog paketa (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD). Za prikaz rezultata koriStena
je deskriptivna statistika (Medijan). Kolmogorov-Smirnovljevim testom ispitana je distribucija
podataka. Kako dobiveni podaci nisu pokazali normalnu razdiobu, za korelacijsku analizu
koriSten je Spearmanov koeficijent korelacije. Mann-Whitney U i Kruskal-Wallis H testovima
provjerena je znacajnost razlike izmedu pojedinih skupina podataka. Svi testovi kori$teni su na

intervalu pouzdanosti od 95 % te p vrijednosti <0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Fizikalno-kemijski parametri

4.1.1 Temperatura morske vode
Vrijednosti temperature morske vode na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu

od 12,0 — 28,0 °C, sa srednjom vrijednosti (sr. vr.) 20,9£3,8 °C; medijanom 21,0 °C
(interkvartilni raspon — IKR 18,5 — 24,0 °C). Najnize temperatura morske vode mjerene su na
lokaciji 3. Maj, u rasponu od 12,0 — 27,0 °C, sr. vr. 19,7£3,6 °C; medijan 19,0 °C (IKR 17,5 —
22,0 °C). Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se medijan temperature vode lokacije 3. Maj
statistiCki znacajno razlikuje od svih ostalih ispitanih lokacija (N=1009, H=34,71, p<0,0001),
dok izmedu ostalih lokacija nije bilo statisticki znacajne razlike, Slika 21. prikazuje srednju
vrijednost temperature morske vode po to¢kama (lokacijama) 3. Maj, Kantrida istok, Kantrida

zapad, Ploce istok te ploce zapad.
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Slika 21. Srednja vrijednost temperature morske vode po tockama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida
istok (KI), Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te ploce zapad (PZ), ,,Boxplotovi“ pokazuju: srednja
vrijednost ([ 1), Srednja vrijednost+standardna pogreska ("box"), Srednja vrijednost=2xStandardna
devijacija (brkovi, "whisker")
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4.1.2 Salinitet
Vrijednosti saliniteta na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od 0,8 — 38,3,

sr. vr. 32,525,3; medijan 34,5 (IKR 30,4 — 36,3). Najnize vrijednosti saliniteta mjerene su na
lokaciji 3. Maj, u rasponu od 0,8 — 37,1, sr. vr. 27,6%6,2; medijan 28,3 (IKR 23,1 — 32,4).
Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se medijan saliniteta lokacije 3. Maj statisticki znac¢ajno
razlikuje od ostalih ispitanih lokacija (N=1007, H=224,96, p<0,0001), Slika 22. Izmedu ostalih
lokacija takoder postoji statisticki znacajna razlika u vrijednosti medijana saliniteta, izuzev
izmedu lokacija koje pripadaju istoj plazi, Kantride istok i zapad te Ploca istok i zapad. Slika
22. prikazuje medijan saliniteta po tockama (lokacijama) 3. Maj, Kantrida istok, Kantrida

zapad, Ploce istok te ploce zapad.
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Slika 22. Medijan saliniteta po tockama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok (KI), Kantrida zapad
(KZ), Ploce istok (PI) te plo¢e zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im kvartilom (75%) i whisker = non-
outlier range (,,brkovi*“ — oznacavaju najvecu i najmanju vrijednost koje nisu str§ece vrijednosti
odnosno outlieri).
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4.1.3 pH vrijednost
Vrijednosti pH na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od 7,51 — 8,30, sr. vr.

7,99£0,09; medijan 8,01 (IKR 7,95 — 8,05). Najnize pH vrijednosti mjerene su na lokaciji 3.
Maj, u rasponu od 7,51 — 8,20, sr. vr. 7,95+0,12; medijan 7,98 (IKR 7,90 — 8,02). Kruskall-
Wallis testom je utvrdeno da se medijan pH vrijednosti lokacije 3. Maj statisticki znacajno
razlikuje od ostalih ispitanih lokacija (N=1007, H=41,17, p<0,0001), dok izmedu ostalih
lokacija nije bilo statisticki znacajne razlike, Slika 23. prikazuje medijan pH vrijednosti po

tockama (lokacijama) 3. Maj, Kantrida istok, Kantrida zapad, Ploce istok te ploce zapad.
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Slika 23. Medijan pH vrijednosti po to¢kama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok (KI), Kantrida
zapad (KZ), Ploce istok (PI) te ploce zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im kvartilom (75%) i whisker =
non-outlier range (,,brkovi“ — ozna¢avaju najvecu i najmanju vrijednost koje nisu strsece vrijednosti
odnosno outlieri).
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4.1.4 Mutnoca
Vrijednosti mutnocée na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od 0,2 — 18,1

NTU, sr. vr. 1,5£1,9 NTU; medijan 1,0 NTU (IKR 0,7 — 1,5 NTU). Najvise vrijednosti mutnoce
mora mjerene su na lokaciji Kantrida zapad, u rasponu od 0,2 — 15,8 NTU, sr. vr. 2,0+2,5 NTU;
medijan 1,2 NTU (IKR 0,8 — 2,2 NTU). Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se¢ medijan
vrijednosti mutnoce za lokaciju Kantrida zapad statisticki znacajno razlikuje od ostalih ispitanih
lokacija (N=1007, H=37,81, p<0,0001), dok izmedu ostalih lokacija nije bilo statisticki
znacajne razlike. Slika 24. prikazuje srednju vrijednost mutnoc¢e po tockama (lokacijama) 3.

Maj, Kantrida istok, Kantrida zapad, Plo¢e istok te plo¢e zapad.
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Slika 24. Srednja vrijednost mutnoce po to¢kama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok (Kl),
Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te plo¢e zapad (PZ), ,,Boxplotovi* pokazuju: srednja vrijednost
(7)), Srednja vrijednost+standardna pogreska ("box"), Srednja vrijednost+2xStandardna devijacija
(brkovi, "whisker")
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4.2 Mikrobioloski pokazatelji

4.2.1 Pseudomonas aeruginosa
Na pokazatelj P. aeruginosa ispitano je 1015 uzoraka. Od toga, u 169 uzoraka (16,7 %)

P. aeruginosa nije dokazan, dok je u najve¢em udjelu uzoraka, 83,3% dokazan (846/1015).

Slika 25. prikazuje udio P. aeruginosa pozitivnih i negativnih uzoraka.

m P. aeruginosa negativni uzorci

m P, aeruginosa pozitivni uzorci

Slika 25. Udio P. aeruginosa pozitivnih i negativnih uzoraka (ukupno ispitano 1015 uzoraka)

P. aeruginosa uzorci podijeljeni u Sest kategorija opterecenosti: <1, 1-10, 11-100, 101-
200, 201-1000, 1001-2000. Na Slici 26. se moze vidjeti da je najveci udio uzoraka u kategoriji
manjeg (1-10, 41,8 %) i srednjeg opterecenja (11-100, 32,9 %), medutim, u 8,7 % uzoraka
(88/1015) broj kolonija je bio ve¢i od 100 CFU/100 mL, a u 0,9 % uzoraka ve¢i od 1000
CFU/100 mL, Slika 26 prikazuje udio uzoraka u pojedinoj kategoriji opterecenosti P.

aeruginosa.

1001-2000 ] 0.9 %

201-1000 24 %
101-200 54 %

11-100 329 %

1-10 41.8 %

<1 16.7 %

Kategorija opterecenosti P. aeruginosa

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0
% uzoraka u pojedinoj kategoriji opterecenosti P. aeruginosa
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Slika 26. Udio uzoraka u pojedinoj kategoriji optere¢enosti P. aeruginosa (ukupno ispitano 1015
uzoraka)

Od 88 uzoraka s koncentracijom P. aeruginosa >100 CFU/100 mL, kod njih 27
(vrijednosti E. coli bile su iznad dozvoljene grani¢ne vrijednosti od 300 CFU/100 mL, a kod 19

uzoraka vrijednosti enterokoka bile su iznad dozvoljene grani¢ne vrijednosti za enterokoke od

200 CFU/100 mL, prema Uredbi (NN 73/2008).

Vrijednosti broja P. aeruginosa na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od
0,0 — 1950,0 CFU/100 mL, sa srednjom vrijednosti (sr. vr.) 44,6+154,2 CFU/100 mL;
medijanom 8,0 CFU/100 mL (interkvartilni raspon — IKR 2,0 — 30,0 CFU/100 mL). Izmedu

ispitanih lokacija Kruskall-Wallis testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika.

Najvece vrijednosti medijana broja P. aeruginosa mjerene su na lokaciji Kantrida zapad
(raspon 0,0 — 780,0 CFU/100 mL, medijan 10 CFU/100 mL, IKR 3,0 — 40,0 CFU/100 mL) i
Ploce istok (raspon 0,0 — 1560,0 CFU/100 mL, medijan 8 CFU/100 mL, IKR 2,0 — 33,0
CFU/100 mL), Slika 27. prikazuje medijan vrijednosti P. aeruginosa po to¢kama (lokacijama)
3. Maj, Kantrida istok, Kantrida zapad, Ploce istok te ploce zapad.
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Slika 27. Medijan vrijednosti P. aeruginosa po to¢kama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok
(KD, Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te ploce zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im kvartilom
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(75%) i whisker = non-outlier range (,,brkovi® — ozna¢avaju najvecu i najmanju vrijednost koje nisu
strSece vrijednosti odnosno outlieri).

Najvece srednje vrijednosti broja P. aeruginosa mjerene su na lokaciji Plo¢e zapad
(raspon 0,0 — 1950,0 CFU/100 mL, sr. vr. 54,7+202,3 CFU/100 mL) i Kantrida istok (raspon
0,0 — 1600,0 CFU/100 mL, sr. vr. 54,6+£204,8 CFU/100 mL), Slika 28. prikazuje srednju

vrijednost broja P. aeruginosa po to¢kama (lokacijama) 3. Maj, Kantrida istok, Kantrida zapad,

Ploce istok te ploce zapad.

500 ¢
_ O Mean L
(] Mean+SE
400 | 1 Mean+2*SD
+ Nedian
300 f —
T 200} —
]
(]
=
T 100¢f
o, c
- cad2 5 346 a1 i
S + + s T 1
>
T
® 100 t
[w i 1
-200 | —— =
-300 t
-400 : -
M K KZ =] Pz
TOCKA

Slika 28. Srednja vrijednost broja P. aeruginosa po to¢kama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok
(K1), Kantrida zapad (KZ), Plo¢e istok (PI) te plo¢e zapad (PZ), ,,Boxplotovi‘ pokazuju: srednja
vrijednost (I 1), Srednja vrijednost+standardna pogreska ("box"), Srednja vrijednost+2xStandardna
devijacija (brkovi, "whisker")

Na Slici 29. prikazan je medijan vrijednosti broja P. aeruginosa u razdoblju bez kise (N=398
uzoraka) i u razdoblju s kiSom (u obzir su uzeta 24 h prije uzorkovanja, dani s oborinama >0,1
mm; N=617 uzoraka). Mann-Whitney U testom utvrdena je statisticki znacajna razlika u
vrijednosti medijana broja P. aeruginosa izmedu navedena dva promatrana razdoblja (M-W

test, Z=-8,04, p<0,0001). U razdoblju kiSe medijan broja P. aeruginosa iznosio je 14,5
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CFU/100 mL (raspon 0,0 — 1500,0 CFU/100 mL, sr. vr. 46,4+110,8 CFU/100 mL, IKR 4,0 -45,0
CFU/100 mL), a bez kise 6,0 (raspon 0,0 — 1950,0 CFU/100 mL, sr. vr. 43,5£175,5 CFU/100 mL,
IKR 1,0 — 20,0 CFU/100 mL).
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Slika 29. Medijan vrijednosti P. aeruginosa u razdoblju bez kise i s kiSom (>0,1 mm), s prvim (25%) i
tre¢im kvartilom (75%) i whisker = non-outlier range (,,brkovi“ — ozna¢avaju najvecu i najmanju
vrijednost koje nisu strSece vrijednosti odnosno outlieri).

Spearmanovom korelacijskom analizom utvrdena je znaCajna negativna korelacija
izmedu P. aeruginosa i temperaturom vode (rs= - 0,194; p<0,05) te saliniteta (rs= - 0,100;
p<0,05). Znacajne pozitivne povezanosti uocena su izmedu P. aeruginosa i pH (rs=0,080;
p<0,05) te mutnocée (rs=0,083; p<0,05). Sa svim ispitanim mikrobioloskim pokazateljima,
izuzev sa UBB/37 i C. perfringens, P. aeruginosa je bio u pozitivnoj korelaciju., i to prema
jacini korelacije slijede¢im redom: S. aureus (rs=0,280; p<0,05), E. coli (rs=0,268; p<0,05),
enterokoki (rs=0,220; p<0,05) i UBB/22 (rs=0,063; p<0,05), Tablica 4. prikazuje Spearmanove
korelacije ispitanih pokazatelja
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Tablica 4. Prikaz Spearmanove korelacije ispitanih pokazatelja

Tv Sal pH Mut UBB/37 | UBB/22 | EC ENT | SA CP

P. aeruginosa | -0,194 | -0,100 | 0,080 | 0,083 | 0,013 0,063 0,268 | 0,220 | 0,280 | 0,010

Tv — Temperatura vode; Sal — Salinitet; Mut — Mutno¢a; EC — E. coli; ENT — enterokoki; SA — S. aureus; CP — C.
perfringens

* Podebljane vrijednosti ukazuju na statisticki znac¢ajnu korelaciju

4.2.2 Ostali mikrobioloski pokazatelji
4.2.2.1 Broj kolonija pri 22 °C
Vrijednosti ukupnog broja kolonija pri 22 °C (UBB/22) na istrazivanim lokacijama

kretale su se u rasponu od 0,0 — 2001,0 CFU/mL, sr. vr. 810,2+652,0 CFU/mL; medijan 560,0
CFU/mL (IKR 300,0 — 1200,0 CFU/mL). Najvise vrijednosti UBB/22 mjerene su na lokaciji
Kantrida istok, u rasponu od 4,0 — 2001,0 CFU/mL, sr. vr. 888,7+662,6 CFU/mL; medijan
704,0 CFU/mL (IKR 360,0 — 1300,0 CFU/mL). Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se
medijan vrijednosti UBB/22 za lokaciju Kantrida istok statisti¢ki zna¢ajno razlikuje samo od
lokacije 3. Maj (N=1015, H=12,54, p=0,0137), dok izmedu ostalih lokacija nije bilo statisti¢ki
znalajne razlike, Slika 30. prikazuje medijan ukupnog broja kolonija pri 22 °C, po tockama

(lokacijama) 3. Maj, Kantrida istok, Kantrida zapad, Ploce istok te ploce zapad.
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Slika 30. Medijan ukupnog broja kolonija pri 22 °C, po tockama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida
istok (KI), Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te ploce zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im
kvartilom (75%) i whisker = non-outlier range (,,brkovi* — oznac¢avaju najvecu i najmanju vrijednost
koje nisu strSece vrijednosti odnosno outlieri).

4.2.2.2  Escherichia coli
Vrijednosti broja E. coli na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od 0,0 —

3500,0 CFU/100 mL, sr. vr. 207,5+414,1 CFU/100 mL; medijan 59,0 CFU/100 mL (IKR 12,0
—180,0 CFU/100 mL). Najve¢i brojevi E. coli mjereni su na lokaciji Kantrida zapad, u rasponu
od 0,0 — 3500,0 CFU/100 mL, sr. vr. 389,0£573,9 CFU/100 mL; medijan 140,0 CFU/100 mL
(IKR 55,0 — 480,0 CFU/100 mL). Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se medijan broja E.
coli za lokaciju Kantrida zapad statisti¢ki znacajno razlikuje od svih ostalih lokacija (N=1015,
H=168,63, p<0,0001), Slika 31. prikazuje medijan vrijednosti E. coli po to¢kama (lokacijama).
Statisticki znacajna razlika u vrijednosti medijana broja E. coli takoder je utvrdena izmedu
lokacija 3. Maj s Kantridom zapad i Ploc¢e istok; izmedu Kantride istok s Kantridom zapad i
Ploce istok; izmedu Ploce zapad s Kantrida zapad i Ploce istok. Lokacija Ploce istok imala je
najnize vrijednosti broja E. coli te se statisticki znacajno razlikovala od svih lokacija (raspon
vrijednosti 0,0 — 2000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 75,9+206,5 CFU/100 mL, medijan 9,0 CFU/100
mL, IKR 3,0-52,0 CFU/100 mL)
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Slika 31. Medijan vrijednosti E. coli, po to¢kama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok (KI),
Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te ploce zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im kvartilom (75%) i
whisker = non-outlier range (,,brkovi* — oznacavaju najvecu i najmanju vrijednost koje nisu strSece

vrijednosti odnosno outlieri).

4.2.2.3  Enterokoki
Vrijednosti broja enterokoka na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od 0,0

—3000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 78,9+185,2 CFU/100 mL; medijan 26,0 CFU/100 mL (IKR 10,0
— 68,0 CFU/100 mL). Najveci brojevi enterokoka mjereni su na lokaciji Kantrida zapad, u
rasponu od 1,0 — 3000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 141,1+296,8 CFU/100 mL; medijan 50,0
CFU/100 mL (IKR 20,0 — 130,0 CFU/100 mL). Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se
medijan broja enterokoka za lokaciju Kantrida zapad statisticki znacajno razlikuje od svih
ostalih lokacija (N=1015, H=145,24, p<0,0001), izuzev lokacije Plo¢e zapad, Slika 32.
prikazuje medijan vrijednosti enterokoka po tockama (lokacijama). Statisti¢ki znacajna razlika
u vrijednosti medijana broja enterokoka takoder je utvrdena izmedu lokacija 3. Maj s Kantridom
zapad i Ploce istok i zapad; izmedu Kantride istok s Kantridom zapad i Ploce istok; izmedu
Ploce zapad s 3. Maj i Ploce istok. Lokacija Ploce istok imala je najniZe vrijednosti broja
enterokoka te se statisticki zna¢ajno razlikovala od svih lokacija (raspon vrijednosti 0,0 — 700,0
CFU/100 mL, sr. vr. 35,5+84,9 CFU/100 mL, medijan 8,0 CFU/100 mL CFU/100 mL, IKR
3,0-28,0 CFU/100 mL).
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Slika 32. Medijan vrijednosti enterokoka po tockama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok (KI),

Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te ploce zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im kvartilom (75%) i

whisker = non-outlier range (,,brkovi‘ — oznacavaju najvecu i najmanju vrijednost koje nisu striece
vrijednosti odnosno outlieri).

4.2.2.4  Clostridium perfringens
Vrijednosti broja C. perfringens na istrazivanim lokacijama kretale su se u rasponu od

0,0 — 1500,0 CFU/100 mL, sr. vr. 16,6+61,3 CFU/100 mL; medijan 5,0 CFU/100 mL (IKR 2,0
— 14,0 CFU/100 mL). Najveci brojevi C. perfringens mjereni su na lokaciji Kantrida zapad, u
rasponu od 0,0 — 1500,0 CFU/100 mL, sr. vr. 40,1+127,5 CFU/100 mL; medijan 13,0 CFU/100
mL (IKR 5,0 — 29,0 CFU/100 mL). Kruskall-Wallis testom je utvrdeno da se medijan broja C.
perfringens za lokaciju Kantrida zapad statisticki znacajno razlikuje od svih ostalih lokacija
(N=1015, H=145,24, p<0,0001), Slika 33. prikazuje medijan vrijednosti C. perfringens po
tockama (lokacijama). StatistiCki znacajna razlika u vrijednosti medijana broja C. perfringens
takoder je utvrdena izmedu lokacija 3. Maj s Kantridom zapad i Ploce istok; izmedu Kantride
istok s Kantridom zapad i Ploce istok; izmedu Plo¢e zapad s Kantrida zapad i Ploce istok.

Lokacija Ploce istok imala je najnize vrijednosti broja C. perfringens te se statisticki znacajno
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razlikovala od svih lokacija (raspon vrijednosti 0,0 — 80,0 CFU/100 mL, sr. vr
CFU/100 mL, medijan 2,0, IKR 0,0-6,0 CFU/100 mL).
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Slika 33. Medijan vrijednosti C. perfringens po to¢kama (lokacijama) 3. Maj (3M), Kantrida istok
(KI), Kantrida zapad (KZ), Ploce istok (PI) te plo¢e zapad (PZ), s prvim (25%) i tre¢im kvartilom
(75%) i whisker = non-outlier range (,,brkovi“ — oznac¢avaju najvecu i najmanju vrijednost koje nisu

strSece vrijednosti odnosno outlieri).
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5 RASPRAVA

Prosjec¢ni salinitet Jadranskog mora iznosi 38 %o, medutim moze znacajno varirati u
priobalju, ovisno o koli¢ini dotoka slatke vode u more. Tako lokacije promatrane u ovom
istrazivanju pokazuju nizi salinitet od navedenog. Posebno je to izraZzeno na lokaciji 3. Maj, na
kojoj je mjerena najniza temperatura mora, salinitet i pH, sto ukazuje da su na toj lokaciji dotoci
slatke vode najve¢i. Medutim, iako se izvori slatke vode na plazama smatraju znacajnim
¢imbenikom rizika zbog moguce opterecenosti i transporta fekalnog materijala, na navedenoj
lokaciji vrijednosti koncentracije indikatora fekalnog onec¢is¢enja nisu bile najvise (27). Prema
dobivenim vrijednostima, unato¢ najjaéim dotocima slatke vode, lokacija 3. Maj nije i
mikrobioloski najopterecenija, vec je to susjedna plaza, Kantrida, posebno njen zapadni dio, na
kojoj nisu zabiljezeni tako niski saliniteti. Navedeno ukazuje da dotok slatke vode u more
predstavlja rizik od onec¢is¢enja obalne zone i rekreativnog dijela, medutim slatka voda ne mora
nuzno biti onecis¢ena. Salinitet plaze 3. Maj krece se u rasponu 0d 0,8 do 37,1 %o, S medijanom
28,3, sto ukazuje na brojne dotoke slatkih voda u more na samim mjestima uzorkovanja. To
prati i niza temperatura i pH u odnosu na morsku vodu, obzirom da slatka voda dolazi iz
podzemlja a samim time ima niZu temperaturu i nizi pH u odnosu na morsku vodu. Salinitet
mora je prema Uredbi o kakvoéi mora za kupanje jedini rutinski parametar koji se prati uz
mikrobioloske parametre (E. coli i crijevni enterokoki), ali ne utje¢e na ocjenu mora (1). Osim
rutinskih pokazatelja kakvoée mora za kupanje u ovom istrazivanju ispitivani su i dodatni
mikrobioloski pokazatelji: S. aureus, C. perfringens, UBB/37 i UBB/22. P. aeruginosa ima
optimalnu vrijednost rasta pri temperaturi od 37 °C, ali moze prezivjeti pri temperaturama u
Sirokom rasponu od 4°C do 42°C. (30) Istrazivanje iz 2010. godine (31) prikazuje veéi porast
P. aeruginosa u moru pri vi$im pH vrijednostima i viSem salinitetu. U temperaturnom rasponu
izmedu 20 i 37°C, §to je temperatura niza to je veci porast P. aeruginosa (32). To je u skladu s
naSim rezultatima, obzirom da je korelacijska analiza ukazala na negativnu povezanost izmedu

koncentracije P. aeruginosa i temperature mora.

U ovom istrazivanju lokacija Kantrida zapad najvise je opterecena s pokazateljima fekalnog
onecis¢enja: E. coli, crijevnim enterokokima te C. perfringens. Osim znacajno veceg
mikrobiolo§kog opterecenja, ova lokacija ima najvece vrijednosti mutnoc¢e, u usporedbi s
ostalim lokacijama. Prema rezultatima iz rutinskog uzorkovanja, slika je drugacija. Naime,
mikrobioloski najopterecenija lokacija u rutinskom monitoringu je Kantridu istok. Na razliku u
navedenim rezultatima moguce utjece razdoblje dana u kojem je uzorkovanje provedeno kao i

ucestalost uzorkovanja. Takoder je moguce da lokacija Kantrida zapad ima isprekidane dotoke
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onecis¢enih voda, koji su u dodatnom istrazivanju evidentirani, dok ih u rutinskom monitoringu

nismo uspjeli detektirati.

Prema koncentraciji P. aeruginosa, lokacije 3.Maj, Kantrida istok, Kantrida Zapad, Ploc¢e istok
te PlocCe zapad statisti¢ki se znacajno ne razlikuju. Najvisi medijan vrijednosti P. aeruginosa
zabiljezen je kod lokacija Kantrida zapad i Ploce istok (10 CFU/100 mL), s nesto vecim
interkvartalnim rasponom kod Kantride zapad. Kantrida zapad ima najviSe vrijednosti medijana
i kod svih ostalih ispitanih mikrobioloskih pokazateljim. Za razliku od medijana, najveca
srednja vrijednost P. aeruginosa zabiljeZena je kod lokacije Plo¢e zapad (54,7+202,3 CFU/100
mL).

U kiSnom razdoblju mjerene su vise vrijednosti P. aeruginosa u odnosu na period bez kise. U
razdoblju kise medijan broja P. aeruginosa iznosio je 14,5 CFU/100 mL, dok je u razdoblju
bez kise iznosio 6,0 CFU/100 mL. U istrazivanju iz 2015. godine (33) koje je provodeno na
plazama za kupanje u Kini, ve¢e mikrobioloSko opterecenje vode, i to E. coli i crijevnih
enterokoka dobiveno je u kisnom razdoblju, u usporedbi sa suhim razdobljem. Do zna¢ajnog
poveéanja fekalnih indikatora doSlo je zbog utjecaja veéih koli¢ina otpadnih voda, a ¢iji
volumen znatno raste pod utjecajem oborina. Otjecanje oborinskih voda iz slivova u kisnom
razdoblju znacajno utjece na kvalitetu morske vode na plazama tijekom prvih 24-48 sati nakon
kise. Velika koli¢ina oborinskih voda koje se ispustaju u obalno more uzrok su visokih
koncentracija indikatora fekalnog one¢isc¢enja u priobalnom podrucju. (34) Istrazivanje iz 2017.
godine (35) prikazuje povecanje koncentracije fekalnih indikatorskih bakterija u moru na
urbanim plazama. U tom istrazivanju pratila se razlika u ucestalosti akutnog oboljenja nakon
izlaganja kupaca morskoj vodi tijekom kiSnog razdoblja i u rezdoblju bez kise. 1zloZenost
kupaca tijekom kiSnog razdoblja dodatno povecava ucestalost infekcije, $to je prac¢eno s
povecanjem koncentracije indikatora fekalnih oneciS¢enja u moru. S obzirom da istrazivane
lokacije u naSoj studiji karakterizira veéi broj priobalnih izvora i da su vrijednosti
mikrobioloskih pokazatelja vece u kisnom razdoblju, onecis¢enje se moze povezati s utjecajem
slivnog podruc¢ja te neadekvatnim tehnickim rjeSenjima postoje¢ih sustava za odvodnju
otpadnih voda (kombinirani fekalni i oborinski sustavi). Rezultati statisti¢ke analize ukazuju da
s porastom koncentracije indikatora fekalnih onecis¢enja (E. coli i crijevni enterokoki) raste i
broj P. aeruginosa, stoga se moze povezati da porastom mikrobioloskog onecis¢enja fekalnim

indikatorima za vrijeme kisSe raste i koncentracija P. aeruginosa.

Spearmanovom korelacijom utvrdena je negativna korelacija izmedu P. aeruginosa,
temperature vode i saliniteta. Dakle, Sto su temperatura vode i salinitet nizi, to je koncentracija
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koncentracija P. aeruginosa visa. Dotoci slatke vode sniZzavaju temperaturu priobalnog mora i
salinitet, sto je praceno s ve¢im donosom razli¢itih vrsta bakterija, pa tako i P. aeruginosa.
Pozitivna korelacija utvrdena je izmedu P. aeruginosa i mutnoce, odnosno veéi i turbulentniji
donos slatke vode pracen je s ve¢im koncentracijama P. aeruginosa. Pseudomonas je pozitivno
koreliran s pH. Optimalni pH za rast P. aeruginosa je kre¢e se u rasponu od 6,8 - 7,0 (36).
Obzirom da je pH morske vode veci od 7, a najéesce je iznad 8, P. aeruginosa pokazuje dobru

sposobnost prezivljavanja u neoptimalnim uvjetima.

Od mikrobioloskih pokazatelja, najveca pozitivna korelacija utvrdena je izmedu P. aeruginosa
I S. aureus, ukazujuci na to da su obje vrste bakterija pokazatelji nefekalnog onecisc¢enja. Postoji
mogucnost da obje vrste bakterija u more dospijevaju ispiranjem s koze kupaca. Studija iz 2012.
godine (24) utvrdila je pozitivnu korelaciju izmedu infekcije koze te prisutne razine P.
aeruginosa i S. aureus. Takoder, pozitivna korelacija je utvrdena i izmedu P. aeruginosa te E.
coli, crijevnih enterokoka i UBB/22. Sto je veée opterecenje indikatorima fekalnog oneciséenja
(E. coli i crijevni enterokoki), to je vece opterecenje i s P. aeruginosa. To ukazuje na mogucnost
istovremenog utjecaja vise razli¢itih izvora onecis¢enja. E. coli i crijevni enterokoki u more
dospijevaju prvenstveno iz izmeta divljih i domacih zivotinja, a putem kombiniranih sustava za
prikupljanje, proc¢is¢avanje i odvodnju otpadnih voda, septickih jama, Zivotinjskih farmi.
Rasprostranjenost i brojnost indikatora fekalnih onecis¢enja (E. coli i1 enterokoki) u
rekreacijskim vodama ovisi o okolisnim uvjetima s jedne strane te sposobnosti prilagodbe
bakterijskih stanica s druge strane (37). Istrazivanje provedeno u 2015. godini (38) pokazalo je
veéi porast Pseudomonas spp. na hranjivom agaru (Yeast extract agar) pri nizoj temperaturi
inkubacije od 22 °C. U nasem istrazivanju pozitivna korelacija izmedu P. aeruginosa i UBB/22,

u skladu je s rezultatima prethodno opisanog istraZivanja.

Promatrajuéi ispitane uzorke morske vode prema opterecenosti bakterijom P. aeruginosa, nivo
optere¢enja podijeljen je na Cetiri razine: vrlo jako opterec¢enje (>1000 CFU/100 mL), jako
opterecenje (100-1000 CFU/100 mL), srednje opterec¢enje (10-100 CFU/100 mL) te slabo
optere¢enje (1-10 CFU/100 mL). Najveéi udio uzoraka svrstan je u slabo (41,8%) i srednje
opterecene uzorke (32,9 %), Sto ukazuje da je ispitivano podrucje Kantride slabo do srednje
optereceno bakterijom P. aeruginosa. Medutim, od ukupno 88 uzoraka s koncentracijom P.
aeruginosa ve¢om od 100 CFU/100 mL, kod njih 30,7 % vrijednosti E. coli bile su iznad
dozvoljene grani¢ne vrijednosti od 300 CFU/100 mL, a kod 21,6 % uzoraka vrijednosti
crijevnih enterokoka bile su iznad dozvoljene grani¢ne vrijednosti za crijevne enterokoke od

200 CFU/100 mL, definirano prema Uredbi (NN 73/2008). Dakle, najveci broj uzoraka s
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koncentracijom P. aeruginosa preko 100 CFU/100 mL, prema koncentraciji rutinskih
pokazatelja (E. coli i crijevni enterokoki) zadovoljava kriterije Uredbe (NN 73/2008) te je more
ocjenjeno kao pogodno za kupanje. Obzirom da se razine rutinskih pokazatelja znacajno
razlikuju od onih bakterije P. aeruginosa koja je ne-fekalni indikator onecis¢enja, pracenje E.
coli i enterokoka ne iskljucuje moguénost zaraze kupaCa bakterijom P. aeruginosa, pri
navedenim grani¢nim vrijednostima. Prema nekim autorima, infektivna doza za ovu bakteriju
je vrlo visoka (108 do 10° CFU) (39) ,3to uvjetuje visoku koncentraciju ove bakterije u vodi da
bi doslo do prijenosa infekcije. To oboljenja zdravih osoba ¢ini iznimno rijetkim (WHO, 2011).
Drugi izvori smatraju da je infektivna doza za P. aeruginosa nepoznata, obzirom da je rije¢ o
oportunistiCkom patogenu koji moze kolonizirati zdrave domacine, bez pojave simptoma
bolesti (40,). U svakom sluc¢aju, infektivna doza je smanjena kod osoba s oslabljenim
imunoloskim sustavom te pacijenata koji uzimaju antibiotsku terapiju. Takoder, sporno je i
razdoblje inkubacije, jer se infekcija moze manifestirati razli¢ite nacine, ovisno o mjestu
infekcije. Patogeneza pseudomonasa je visestruka i slozena jer su vrste Pseudomonas i
invazivne i toksigene. Tri faze infekcije su: (1) bakterijsko vezivanje i kolonizacija, (2) lokalna
infekcija i (3) Sirenje krvotokom i sistemska bolest. Visestruka otpornost na lijekove ove
bakterije te slabljenje imunoloskog odgovora, posebno kod sve veéeg broja starijih ljudi, dovodi

do povecanja osjetljivosti populacije na ovu bakteriju te rizika za javno zdravlje. (41)
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6 ZAKLJUCCI

More za kupanje na podrucju grada Rijeke je slabo je do srednje optereceno s P.
aeruginosa (1-100 CFU/100 mL)

Na pojavnost P. aeruginosa znacajno utjecu oborine

P. aeruginosa u pozitivnoj je korelaciji s mutno¢om vode (turbulentni dotoci slatke
vode), pH (prezivljavanje na visim pH morske vode), te u negativnoj korelaciji s
temperaturom vode i salinitetom (utjecaj slatke vode koja pronosi mikrobiolosko
oneciscenje)

Utjecaj slatke vode na obalnu zonu nosi rizik od mikrobioloskog onecis¢enja, medutim,
Ne Nuzno i u svim situacijama

Na rezultate ispitivanja kakvoce mora za kupanje utjece doba dana kada se uzorkovanje
provodi kao i frekvencija uzorkovanja

P. aeruginosa je u pozitivnoj Kkorelaciji s ostalim fekalnim i ne-fekalnim
mikrobiolos§kim parametrima (UBB/22, E. coli, crijevni enterokoki, S. aureus), $to
ukazuje na moguénost istovremenog utjecaja razlicitih izvora onecis¢enja

Pracenje rutinskih pokazatelja (E. coli i enterokoki) ne iskljucuje u potpunosti

mogucnost kontakta i zaraze kupaca s bakterijama vrste P. aeruginosa
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