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Sazetak

Republika Hrvatska kao turisticka zemlja ima reguliranu obvezu pracenja kakvoce mora za
kupanje prema europskoj Direktivi o vodi za kupanje (2006/7/EC) te nacionalnoj Uredbi o
kakvo¢i mora za kupanje (NN 73/2008). Pracenje kakvoce mora temelji se na utvrdivanju broja
mikrobioloskih indikatora fekalnog zagadenja, Escherichia coli i crijevni enterokoki. Ovim
istrazivanjem praceno je prisustvo dodatnog indikatora fekalnog oneciscenja, bakterije
Clostridium perfringens te njena prostorna i vremenska distribucija na urbanim plazama
zapadnog dijela Grada Rijeke (Kantrida). Istrazivanje je provedeno tijekom dvije sezone
kupanja (2021. i 2022. godine), s ucestalosti uzorkovanja jedanput tjedno. U istraZivanje je
ukljuceno 12 lokacija opterecenih dotocima slatkih voda. Prema dobivenim rezultatima, na
koncentraciju Clostridium perfringens utje€u fizikalno-kemijski parametri, temperatura mora 1
zraka 1 salinitet. Od istrazivanih lokacija najopterecenije su A 1 B, u rujnu, u obje promatrane
godine, kada su i oborine najintenzivnije. Koncentracije Clostridium perfringens nije znac¢ajno
varirala ovisno o dobu dana (ujutro — popodne). U manje od 1 % uzoraka koncentracija
Clostridium perfringens bila je preko 1000 CFU/100 mL, Sto moguce predstavlja rizik za

zdravlje kupaca.

Kljucne rijeci: Clostridium perfringens, kakvo¢a mora za kupanje, fekalni indikatori, fizikalno-

kemijski parametri



Summary

As a tourist country, the Republic of Croatia is obliged to monitor the quality of the sea for
bathing in accordance with the European Bathing Water Directive (2006/7/ EC) and the
National Bathing Water Quality Regulation (Official Gazette 73/2008). The monitoring of
coastal water quality is based on the determination of the number of microbiological indicators
of faecal pollution, Esherishia coli and intestinal enterococci. In this study, the presence of an
additional indicator of faecal pollution, the bacterium Clostridium perfringens, and its spatial
and temporal distribution on the urban beaches of the western part of the city of Rijeka
(Kantrida) was monitored. The survey was conducted during two bathing seasons (2021 and
2022), with sampling once a week. 12 locations polluted by freshwater inflows were included
in the survey. The results obtained show that the concentration of Clostridium perfringens is
influenced by physico-chemical parameters, sea and air temperature and salinity. Of the sites
studied, A and B are the most polluted in September in both years observed, when precipitation
is most intense. The concentration of Clostridium perfringens did not vary significantly
depending on the time of day (morning - afternoon). In less than 1% of the samples, the
concentration of Clostridium perfringens was above 1000 CFU/100 ml, which may pose a risk

to the health of bathers.

Keywords: Clostridium perfringens, the water quality, faecal indicators, physio-chemical

parameters
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1. UVOD

S obzirom da je Republika Hrvatska turisticka zemlja, ¢ijih gotovo 20% BDP-a dolazi iz
prihoda turizma, nuzno je osigurati najbolju kakvocu resursa koji privlaci ljude iz razlicitih
krajeva (World Tourism Organization UNWTO, 2018). Taj resurs je Jadransko more. Buduci
da se more Lijepe nase najvise koristi u rekreacijske svrhe potrebno je voditi racuna o zdravlju
1 sigurnosti kupaca, ali i okoli$a. Sustavno pracenje kvalitete mora za kupanje provodi se duz
cijele jadranske obale pa tako i na podrucju grada Rijeke te omogucuje ljudima sigurnost i
pravovremenu informaciju o stanju kakvoce. Kvalitetu mora karakteriziraju razliciti fizikalni,
kemijski 1 mikrobioloski parametri pri ¢emu se najveci naglasak stavlja na posljednje. U
mikrobioloski aspekt parametara ubrajaju se bakterije, virusi, prazivotinje, a dijele¢i ih na
manje skupine dolazi se do specifi¢nih vrsta prepoznatljivih po svojstvima koja mogu upucivati,
primjerice, na oneciS¢enje. Prema Uredbi o kakvoéi mora za kupanje (NN 73/2008) pracenje
kvalitete mora temelji se na mikrobioloSkom ispitivanju prisutnosti indikatora fekalnog
zagadenja Escherichia coli i crijevnih enterokoka. Medutim, u ovom istrazivanju naglasak je
stavljen na utvrdivanje prisustva bakterijske vrste koja duze prezivljava u za nju nepovoljnim

uvjetima, Clostridium perfringens.

1.1.  MONITORING KAKVOCE MORA ZA KUPANJE

Sedamdesetih godina prosloga stoljeca, u Europi je uoceno veliko povecanje ljudskih aktivnosti
na moru, posebno u okviru industrijalizacije i urbanizacije. Shodno tome doslo je do povecanja
broja turista, odnosno kupaca na Sredozemnom moru pa time i razvijanja same djelatnosti.
Uocavanjem rizika za zdravlje ljudi 1 okoli$a, pojavila se potreba za uspostavljenjem stalnog
pracenja kakvoce mora za kupanje koje je, izmedu ostalog, ozakonila Barcelonska konvencija
(1). Njome su ispisane mjere koje se drZzave Clanice moraju pridrZavati, a Republika Hrvatska
uspjesno provodi isto ve¢ 34 godine. Kljucan dio odrzavanja kvalitete mora na $to vi$oj razini
¢ini monitoring. To je proces kontinuiranog promatranja jednog ili vise pokazatelja kakvoce
mora za kupanje prema utvrdenim zakonima i1 programima. NajCeS¢e se analizira odnos
mikrobioloskih pokazatelja i okoliSnih ¢cimbenika, kao $to su temperatura vode i zraka, salinitet,
koli¢ina oborina, jakost Suncevog zracenja (2). Najbitnije je pravilno uzimanje uzoraka mora
te osiguravanje njihove reprezentativnosti. Uzorkovanje mora za kupanje se provodi na

godis$njoj razini u periodu od 15. svibnja do 30. rujna svakih 15 dana. Ono je definirano



Uredbom o kakvo¢i mora za kupanje NN 73/2008 koje propisuje i sam postupak uzorkovanja
mora: na minimalnoj dubini od 1 m te 30 cm ispod povrSine. Mikrobioloski pokazatelji stanja
kakvocée mora za kupanje su Escherichia coli 1 crijevni enterokoki Cija se koli¢ina usporeduje
sa standardima koji definiraju ocjenu kvalitete mora. Osim Uredbe, postoji i Direktiva o vodi
za kupanje kojom je propisano obavezno izvjes€ivanje Europske komisije o godiSnjoj i
konacnoj ocjeni. IzvjeS¢ivanje vr$i Agencija za zastitu okoliSa (AZO) koriste¢i Europski
informacijski sustav za vode (Water Information System for Europe, WISE) kao bazu podataka.
Baza podataka je javno dostupna na web stranicama Europske Agencije za okolis (EEA), a
sastoji se od slikovitih prikaza lako razumljivih laicima. Osim na razini svjetskih razmjera,
obavjescivanje javnosti o kakvo¢i mora na pojedinom podru¢ju moguce je putem web stranice

predstavnic¢kog tijela Zupanije $to je, u ovom slucaju, Nastavni Zavod za javno zdravstvo.

1.1.1. Klasifikacija mora za kupanje

Kao sto je ve¢ re¢eno, svakom analizom uzorka mora za kupanje utvrduju se dva mikrobioloska
parametra- Escherichia coli i crijevni enterokoki- €iji se broj usporeduje sa standardom
propisanim Uredbom o kakvoc¢i mora za kupanje. Ovisno o njthovom broju, svaka tocka iz koje
je uzet uzorak, nakon analize dobiva ocjenu. Ocjena mozZe biti izvrsna, dobra, zadovoljavajuca
1 nezadovoljavajuca (tablica 1). Takva ocjena naziva se pojedinacnom. Nakon zavrSetka sezone
uzorkovanja, koja traje od 15. svibnja do 30. rujna, svaka uzorkovana tocka dobiva godi$nju
ocjenu na osnovu deset rezultata. Osim pojedinacne i godiSnje ocjene pojedinoj tocki
uzorkovanja daje se 1 kona¢na ocjena. To je ocjena koja obuhvaca prethodne tri sezone kupanja
te sezonu obavljenu u toj godini. Ukupno Cetrdeset rezultata. GodiSnja 1 kona¢na ocjena imaju
iste kriterije ocjenjivanja koji se razlikuju od kriterija pojedinacne ocjene. Svaka ocjena dodatno
je naznacena bojom (tablica 2). Za pojedinacnu ocjenu navedena je i metoda ispitivanja koja

tocno odreduje svaki korak analize uzorka (3).



Tablica 1: Standardi za pojedinacnu ocjenu kakvoée mora za kupanje

Mikrobioloski Ocjena Metoda
pokazatelj _ Zadovoljavajuéa ispitivanja
Escherichia coli HRN EN ISO 7899-1
(bik*/100ml) <60 61-100 101-200 ili
HRN EN ISO 7899-2
Crijevni enterokoki HRN EN ISO 9308-1
(bik*/100ml) <100 101-200 201-300 ili
HRN EN ISO 9308-3

*bik- broj izraslih kolonija

Tablica 2: Standardi za godi$nju i kona¢nu ocjenu kakvoée mora za kupanje

Mikrobioloski Zadovoljavajuca

pokazatelj

Escherichia coli

(bik*/100ml) <100** <200%* <185+ > ]85k

Crijevni enterokoki

(bik*/100ml <150** <300** <300%** 3005

*bik- broj izraslih kolonija
**Temeljeno na vrijednosti 95-og percentila (1)
***Temeljeno na vrijednosti 90-og percentila (1)

(1) Temeljeno na log10 normalnoj raspodjeli koncentracija mikrobioloskih pokazatelja, vrijednosti pojedinih percentila
dobivaju se na sljedeci nacin:
- izraCunavaju 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 aritmeti¢ka sredina logaritmiranih vrijednosti koncentracija (L)
- izraCunava se standardna devijacija logaritamskih vrijednosti (o)
- 90-i195-i percentili izratunavaju se na sljedeci nacin:
o 90-i percentil = antilog (n + 1.282 o)
O 95-i percentil = antilog (i + 1.65 o)



1.2.  Fekalno onecis¢enje

Prema Hrvatskom hidrografskom institutu, Kastelan¢i¢ opisuje oceanografske znacajke
mora poput morskog dna, morskih mijena, temperature mora, saliniteta, gustoce, morskih
struja, valova uzrokovanih vjetrom. Na oceanografske znacajke utjeCu meteoroloske
znacajke poput klime, temperature zraka, padalina, vjetra koje mijenjaju ponaSanje mora
(4). More je izloZeno razli¢itim utjecajima, stoga je vazno znati da njegova obiljezja nece
uvijek biti ista ve¢ ¢e se mijenjati. Mijenjanjem znacajke saliniteta, koji u prosjeku iznosi
za Jadransko more 38,3 promila, mozemo zakljuciti kako je, primjerice, doslo do izljeva
slatke vode u more (4,5). Istim tim izljevom doslo je do promjene i drugih znacajki mora-
gustoce, temperature, ali i mikrobioloskih promjena. Morski ekosustav je dom brojnim
Zivotinjama 1 biljkama, eukariotima i prokariotima, koji su prilagodeni uvjetima u moru.
Nazivamo ih jo$ i autohtonim organizmima. S druge strane, poznajemo alohtone organizme
koji dospijevaju u more iz razlicitih izvora kao §to moze biti zemlja, zrak, rijeka, otpadna
voda (5). Nekad su komunalne 1 oborinske vode zavrSavale svoj tok neposredno u more pri
¢emu je ¢esce dolazilo do fekalnog opterecenja i lokacija koje se koristi za kupanje. Danas
je taj problem reguliran Zakonom o vodama gdje je nuzno bilo kakvu vrstu otpadne vode
procistiti (6). Medutim, razli¢ite tehnicke nepravilnosti ili oStecenja sustava za odvodnju i
prociS¢avanje komunalnih otpadnih voda, postojanje aktivnih priobalnih dotoka i vrulja,
utjecaj samih kupaca i1 Zivotinja te drugi izvora mogu utjecati na fekalno opterecenja mora
koje se koristi u rekreacijske svrhe. Termin fekalno oneciS¢enje upucuje na prisutnost
mikroorganizama iz probavnog trakta ljudi 1 zivotinja koji mogu nastetiti ljudskom zdravlju,

a mogu biti bakterije, paraziti, virusi i helmiti (tablica 3).



Tablica 3: Broj naj¢escih patogena u otpadnoj vodi (7)

Patogeni organizmi Bolest/ uloga bik*/1
Bakterije
Campylobacter spp Gastroenteritis 10° —10° bik*

Escherichia coli

Indikator organizma

107 —10°® bik*

Intestinalni enterokoki

Indikator organizma

10° 107 bik*

Salmonella spp

gastroenteritis

> 10° bik*

Shigella spp

Bacilarna dizenterija

102 —10°® bik*

Vibrio cholerae
Vibrio parahaemolyticus

Vibrio vulnificus

Kolera, gastroenteritis

<10-10° bik*

Helminti
Ascaris spp Askarioza 5-450 jajaSaca
Ancylostoma spp Amebna dizenterija 5-190 jajasaca
Necator spp
Trichuris spp Dijarea 10-40 jajasaca
Paraziti
Cryptosporidium spp Dijarea 10-10* oocita

Entamoeba histolytica

Amebna dizenterija

>100 cista

Giardia duodenalis Dijarea 10-10° cista
Virusi
Adenovirus Respiratorne bolesti, 102-10° bik*
gastroenteritis
Astrovirus Gastroenteritis 10°-107 bik*
Hepatitis A virus Hepatitis >10° bik*
Hepatitis E virus Hepatitis >10° bik*

Norovirus (Calciviridae)

Dijarea, povracanje

10%-10° bik*

Enterovirus Poliomijelitis, blaga >10* stani¢nih kultura
febrilna bolest,
miokarditis, meningitis
Rotavirus Dijarea, povracanje 10-10® bik*

*bik- broj izraslih kolonija




1.3. Fekalni indikatori

Mozemo re¢i kako su navedeni patogeni mikroorganizmi (tablica3.) ujedno i indikatori
fekalnog onecis¢enja. Indikatora ili pokazatelja fekalnog onecis¢enja karakteriziraju obiljezja
poput iskljucive prisutnosti u fecesu ljudi i toplokrvnih Zivotinja, kvantitativnost, jednostavne i
jeftine metode njihova dokazivanja. Postoji jos veliki broj patogenih mikroorganizama u vodi
prispjelih iz razlicitih izvora, ali su metode za njihovu detekciju tehnicki vrlo zahtjevne i
neekonomicne (8). Indikatori fekalnog oneciS¢enja u moru ¢ija se koncentracija rutinski ispituje
su: Escherichia coli i crijevni enterokoki. Provedeno je nekoliko studija u morskoj vodi pod
utjecajem antropogenog onecis¢enja, koje potvrduju navedene indikatore kao dobre pokazatelje
kvalitete vode. No, ni Escherichia coli ni crijevni enterokoki se ne smatraju idealnim
parametrima, posebno zato $to su ve¢inom oboljenja dobivena u vodi za kupanja ona ¢ija je
etiologija virusna, a ne bakterijska (9,10,11). Zbog toga i virusi imaju vrijednu ulogu u
istrazivanjima pracenja kvalitete mora za kupanje te postoji prijedlog da bi crijevni virusi i/ili

bakteriofagi mogli postati zakonski obavezni u monitoringu istog (12).

1.3.1. Escherichia coli

Koliformna bakterija koja €ini normalnu ljudsku mikrobiotu jest Escherichia coli, jedini
pripadnik istoimene vrste koji ne potjece iz okoliSa (8). To je gram- negativna, oksidaza-
negativna Stapicasta bakterija iz porodice Enterobacteriaceae (13). Poznata je kao bezopasan,
dapace koristan, stanovnik ljudskih crijeva iako postoje neki sojevi koji uzrokuju
gastrointestinalne probleme (14). U fecesu ljudi moZe biti zastupljena 10%-10” CFU/g (15).
Escherichia coli je 1893. godine po prvi put uvedena kao indikator fekalnog oneciS¢enja, a
izolirana je iz otpadnih voda tvornice celuloze i papira (13). Trenutno se koristi kao regulatorni
parametar 1 u Direktivi Europske unije o vodama za kupanje i u nizu drugih propisa o
rekreacijskim vodama diljem svijeta. Njezino ispitivanje pruza informacije o nedavnoj
kontaminaciji, podrzava vremenski trend analize te sluzi kao alat budu¢im istrazivanjima (12).
Za njezino odredivanje u moru za kupanje koristi se tehnika membranske filtracije te

modificirana metoda HRN EN ISO 9308-1/2014 (ISO 9308-1:2014; EN ISO 9308-1:2014).



1.3.2. Crijevni enterokoki

Crijevni ili intestinalni enterokoki su kuglaste gram-pozitivne bakterije koje pripadaju porodici
Enterococci. Kao 1 Escherichia coli, i oni su normalni stanovnici crijevne mikroflore u ljudi
zbog Cega je logi¢no re¢i da se u velikom broju izlu¢uju fecesom (16,17). U fecesu ljudi
zastupljen je 103-10° CFU/g (15). Najpoznatiji predstavnici su Enterococcus faecalis i
Enterococcus faecium, a jedna od klju¢nih znacajki im je ta Sto su halofilne i termofilne
bakterije. Zbog takvih karakteristika duze ¢e prezivljavati u moru za kupanje Sto ¢e upucivati
na dugotrajnije fekalno oneciS¢enje dok ¢e koliformne bakterije biti dokaz kratkotrajnog
zagadenja (18). Kao i Escherichia coli, enterokoki se dokazuju tehnikom membranske filtracije

te normiranom metodom HRN EN ISO 7899-2:200 (ISO 7899-2:2000; EN ISO 7899-2:2000).

1.3.3. Humani crijevni virusi i kolifagi

Nova istrazivanja sve viSe opravdavaju odredivanje pojedinih skupina virusa u moru za
kupanje. Ve¢inom se temelje na humanim crijevnim virusima, ¢ijoj skupini pripadaju

adenovirusi, enterovirusi 1 norovirusi, te bakteriofazima, ¢ijoj skupini pripadaju kolifagi (12).

Humani adenovirusi su dvolan¢ani DNA virusi te pripadaju porodici Adenoviridae. Uzro€nici
su gastrointestinalnih i respiratornih bolesti, a zbog nukleinske kiseline koje sadrze su izrazito
otporni. Rasprostranjeni su u cijelom svijetu, a najéesci medij kojim se prenose jest voda. Ljudi
zarazeni ovim virusom dugo ga izlu€uju 1 nakon prestanka simptoma (19,20). Osim njih, 1
enterovirusi se prenose vodom te su pronadeni i u moru. To su jednolanc¢ani RNA virusi iz
porodice Picornaviridae. Podijeljeni su u Cetiri vrste: enterovirusi A, B, C 1 D, ali ukljucuju i
razlicite tipove poliovirusa, coxackievirusa te ehovirusa. Najces¢i su urocnici gastrointestinalih
bolesti iako su moguc¢i uzro¢nik 1 konjuktivitisa, meningitisa, miokarditisa ili bolesti
ekstremiteta (12). Norovirusi, takoder, posjeduju jednolancanu RNA, ali bez ovojnice.
Pripadaju porodici Calciviridae te od svih navedenih virusa prednjace kada je rije¢ o bolestima
gastrointestinalnog sustava. Dosad je dokazana njihova prisutnost u slatkim vodama poput
rijeka 1 jezera te bazenima, ali 1 kanalizaciji (10,21,22). Sudeéi po dosadasnjim saznanjima o
izljevima takvih vrsta voda s kopna u more, postoji moguénost pronalaska norovirusa i u moru

za kupanje.

S druge strane postoje virusi kojima ciljni domacin nije Covjek, ve¢ bakterija. Takvi virusi
nazivaju se bakteriofagi. Bakteriofagi koliformnih bakterija nazivaju se i kolifagima. Dijele se
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u dvije skupine: somatski i F-specifi¢ni, a osnovna im je razlika nacin inficiranja koliforma.
Somatski kolifagi inficiraju bakteriju preko svojih somatskih receptora koji se nalaze na
stani¢noj stjenki te su ve¢i od F-specifi¢nih. F- specifi¢ni kolifagi se koriste spolnim ili F-
pilima, a dijele se u jo§ dvije skupine ovisno o sadrzaju nukleinske kiseline. Opcenito, kolifagi
su detektirani u otpadnim vodama, kao i u fecesu mnogih Zivotinja, a izolirani su i iz morske
rekreacijske vode iako u malom broju (23). Mogu se odrediti razli¢itim metodama, premda je
najcesca ona koja se temelji na ucinku tj. lizi bakterijske stanice koju inficiraju. Nastali plakovi
izrazavaju brojnost virusa. Standardizirane metode (USEPA 1 ISO metode) definiraju

odredivanje somatskih i F-specifi¢nih kolifaga (12).

1.3.4. Clostridium perfringens

Jo$ jedan indikator fekalnog oneciSenja, je gram pozitivna, sporogena anaerobna bakterija
Clostridium perfringens (24). Rasprostranjena je Sirom svijeta. Mozemo je pronaci u
slatkovodnom, morskom i kopnenom okoli$u, a prirodan je stanovnik gastrointestinalnog trakta
ljudi i zivotinja (25). Prvi put je opisana 1892.godine kao Bacillus aerogenes captulatus, a onda
je 1899. preporucena kao pokazatelj fekalnog oneciscenja (26,27). Zbog svojih karakteristika
puno duZe prezivljava u okoliSu od koliformnih bakterija i enterokoka, a dosadasnja istrazivanja
pokazala su njezinu prisutnost pri pojavnosti drugih patogenih mikroba poput
Cryptosporidiuma 1 Giardije spp. posebice u otpadnim povrSinskim vodama (28). Spore
Clostridium perfringensa mogu biti i indikator taloga otpadnih Cestica u morskom okolisu (29).
U nekim zemljama ova bakterija je obavezan parametar pri ispitivanju kvalitete voda, ali je ipak
potrebno jo§ mnogo istrazivanja o istoj kako bi bila obuhvatnije zastupljena u zakonodavstvu
ostalih zemalja (30). Navedena bakterija reducira nitrate do nitrita, sulfite do sulfida, fermentira
Secer laktozu i otapa Zelatinu. Clostridium perfringens u okoliSu moze biti prisutna u dva oblika:
vegetativnom i u obliku spore. Bakterija jest normalan stanovnik crijeva ljudi. Medutim, ista
moze izazvati infekciju 1/ili intoksikaciju ukoliko u kontakta sa ¢ovjekom dode iz nekog drugog
izvora kao na primjer komunalnom otpadnom vodom optere¢enog mora za kupanje, hranom
inficiranom bakterijom i sli¢no. Na ovaj nacin u organizam unesena bakterija, enterotoksinom
koji producira moze izazvati vodene proljeve s izrazitom abdominalnom boli koji obi¢no kratko
traju. Medutim, da bi doslo do oboljenja, bakteriju ili njezine spore, potrebno je unijeti u
organizam oralnim putem i to u dozi od 10°. Oralni put najéesée podrazumijeva konzumiranje

hrane nakon koje se u crijevima procesom sporulacije razvija toksin (31). Clostridium
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pefringens moze uéi u organizam cCovjeka i drugim putem. Primjerice, duboke ozljede ili
kirurske rane mogu biti dobra ulazna vrata za navedenu bakteriju. Smjestivsi se u rani, bakterija
producira toksin koji uzrokuje nekrozu tkiva, razvijanje lezija i drasti¢no smanjenje neutrofila.
Takvo stanje naziva se plinska gangrena. Toksin bakterije razgraduje fosfolipide i1 na taj nacin
uniStava membranu stanice ¢ovjeka te ulazi u cirkulacijski sustav (32). Na mjestu infekcije
potiCe stvaranje agregata trobocita i leukocita izazivajuéi ishemiju i nekrozu tkiva (33,34).
Napredak bakterijske infekcije biljezi pojava septickog Soka popraéenog s hipotenzijom i
zatajenjem vise organa Sto moze biti fatalno za Covjeka. Septicki Sok se razvija radi poremecaja
homeostaze uzrokovanog pretjeranom reakcijom imunoloSkog sustava domacina na toksin
bakterije (35). Postoji vise tipova bakterije Clostridium perfringens- tip A, B, C, D 1 E, a svaki
od njih moze producirati neku vrstu toksina. Dakle, postoji i veéi broj toksina od kojih je
najbolje istrazen alfa-toksin, a upravo je on glavni krivac razvijanja plinske gangrene u ovjeka.
Produciraju ga svi tipovi bakterije, iako je najbolje istrazen u bakteriji tipa A (36). Serotipizaciju
Clostridium perfringensa je moguce raditi u samo nekoliko laboratorija u svijetu sto je jedan
od razloga nedovoljnog broja istrazivanja na tu temu. Drugi je razlog gotovo nemogu¢ uzgoj
enterotoksina u in vitro uvjetima (31). Neka istrazivanja navode kako je Clostridium
perfringens uzro¢nik sindroma iznenadne smrti dojencadi jer ima mogucnost potaknuti niz
biokemijskih dogadaja koji mijenjaju kontrolu kardiorespiratorne funkcije 1 u konacnici
izazivaju smrt (37). Iako je vrlo mala vjerovatost da ¢e se kupaci na navedene nacine zaraziti
Clostridium perfringensom vazno je poznavati moguce indikacije. Ipak, zbog indikatorskih
obiljezja u prisutstvu drugih patogenih organizama vaZno ga je istrazivati. Takoder, zbog
otpornosti spora duze opstaje nakon pojava oneciS¢enja, ¢ak 1 na udaljenim podrucjima od
1zvora oneciS¢enja. Dokazuje se tehnikom membranske filtracije te normiranom metodom HRN

EN ISO 14189:2016 (ISO 14189:2013; EN ISO 14189:2016) u anaerobnim uvjetima.

1.3.5. Ostali

1.3.5.1.  Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gram negativan, pokretan, aerobni Stapi¢ zastupljen u tlu, vodi,
biljkama, probavnom traktu zivotinja, ali 1 ljudi. Jedno od njegovih glavnih obiljezja jest
izlu€ivanje pigmenata: pioverdin, piocijanin, piorubin, a raste na podlogama s niskim udjelom

nutrijenata. Optimalna temperatura rasta je 37° C, ali podnosi i vece temperature od primjerice
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42° C dok na 55° C ugiba tek nakon sat vremena. Nize temperature, poput temperature
hladnjaka, ne pogoduje rastu ovih bakterija. lako je aerobna, bakterija moze rasti i u anaerobnim
uvjetima, ali joj je tada potrebna prisutnost nitrata. Ova oportunistiCka bakterija u
imunokompromitiranih ljudi lako izaziva bolest poput upale diSnog i mokra¢nog sustava,
meningitis, osteomijelitis, endokarditis, septicki sindrom 1 artritis (38). Dokazana je i pozitivna
korelacija izmedu infekcija koze i1 sluznica s njegovom prisutnos¢u u moru, a preporucuje se
njegovo ukljucivanje kao dodatan parametar u proces odredivanja kakvoce mora na plazama

(39,40).

1.3.5.2.  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram pozitivni kok koji je normalan stanovnik gornjih disnih puteva
1 probavnog sustava ¢ovjeka te rodnice. Optimalna temperatura rasta je 30 do 37° C, a na
jednostavnim bakterijskim podlogama prepoznaje se po glatkim, sjajnim, pravilnim kolonijama
bijele do zlatne boje. Ima beta hemolizu, a razlikuje se od beta- hemolitickog streptokoka po
tome S$to posjeduje enzim katalazu. Njegovo obiljezje je i sposobnost izlu¢ivanja egzotoksina
(38). U studijama ispitivanja mora za kupanje, dokazano je kako svaki kupa¢ tijekom 15 minuta
kupanja otpusti 10° CFU $to ukazuje na jo§ veéu prisutnost Staphylococcusa aureusa tijekom
sezone kupanja (39). Moze se prenositi zrakom, kontaktom sa inficiranom osobom, hranom,

rekreacijskim vodama. Kod imunokompromitiranih osoba moZe izazvati koZna oboljenja (38).
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1.4.  ZAKONSKA LEGISLATIVA I OSTALI RELEVANTNI DOKUMENTI

Kada govorimo o kvaliteti mora za kupanje, nekoliko vaznih zakona i propisa dolazi u obzir
kako bi se osigurala zastita i oCuvanje zdravlja ljudi, ali i morskog okoliSa. Jedan od klju¢nih
zakona jest Direktiva o vodi za kupanje kojom se postavljaju standardi za kvalitetu u obalnih
voda. S obzirom na godine koje su prosle od njezina donoSenja, nuzno je razmotriti prilike za
poboljsanje Direktive pa je pitanje vremena kada ¢e nova stupiti na snagu. U donoSenju nove
Direktive o vodi za kupanje sudjeluju razliCite publikacije od strane Svjetske zdravstvene
organizacije iz 2018. 1 2021. godine. Takoder, vazno je napomenuti kako 1 Hrvatska ima svoju
zakonsku regulativu uskladenu s europskom, a rije¢ je o Uredbi o kakvo¢i mora za kupanje iz

2008. godine.

1.4.1. Direktiva o vodi za kupanje (2006/7/EC)

Direktiva o vodi za kupanje (Bathing Water Directive) je glavni zakonodavni okvir koji provodi
Europska unija kako bi se osigurala kvaliteta i sigurnost voda za kupanje u svim drzavama
Clanicama. Ona omogucava zaStitu javnog zdravstva postavljanjem posebnih standarda za
kvalitete vode, ¢ime smanjuje rizik od bolesti koje se prenose vodom te infekcija povezanih s
kupanjem u oneciS¢enim vodama. Takoder, promice zaStitu okoliSa poticanjem pracenja
kakvoce voda ¢ime doprinosi ocuvanju vodenih ekosustava 1 bioloske raznolikosti. Osim toga,
Direktiva o vodi za kupanje unaprjeduje turisti¢ke 1 rekreacijske aktivnosti osiguravajuci da
mjesta za kupanje zadovoljavaju higijenske i1 sigurnosne standarde, ¢ime se privlace posjetitelji,
a tako 1 jaca lokalno gospodarstvo. Kao §to je ve¢ receno, Direktiva je donesena 2006. godine
te je na snazi ve¢ 17 godina. U tom periodu su se promijenile razli¢ite okolnosti, koje se doticu
1 mjera propisanih ovom Direktivom. Okolnosti se ticu globalnog zatopljenja, razvoja turisticke

djelatnosti, novih istrazivanja, razvoja digitalizacije (41).
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1.4.2. Nova Direktiva o vodi za kupanje

Uvidanjem problema u Direktivi o vodi za kupanje, doneseni su prijedlozi za njezino
poboljsanje. U sesijama Europskog Vije¢a raspravljalo se o ucestalosti uzorkovanja,
procjenama rizika za oneciS¢enje, identifikaciji kupaliSta, kriterijima za ocjenu kupalista te
modeliranju 1 digitalizaciji. Prema Direktivi o vodi za kupanje koja je jo§ uvijek na snazi,
zahtijevaju se najmanje Cetiri uzorka po sezoni kupanja za pojedinu tocku uzorkovanja, Sto
znaci jedan uzorak mjesecno. Prema preporukama Svjetske zdravstvene organizacije iz 2018.
(12) preporuceno je povecanje minimalnog godisnjeg broja uzoraka na 20 po sezoni kupanja,
vodeci se time da je s mjeseCnim uzorkovanjem 15-20% kupaliSta potencijalno pogresno
ocijenjeno. Samim time je i zdravlje kupaca ugroZeno. S obzirom da bi takva mjera dovela do
vecih troSkova, alternativna rjeSenja se jo$ uvijek razraduju. Smjernice Svjetske zdravstvene
organizacije iz 2021. godine (7) uvode koncept planova sigurnosti rekreacijske vode kao alat
za procjenu i1 upravljanju rizicima povezanih s koristenjem istih. Osim Direktivom propisanih
fekalnih bakterija, identificirale su se 1 nove mikrobne opasnosti novijim istrazivanjima, poput
plivackog svrbeza ili Vibria zastupljenog u slatkim vodama i moru, te se preporucuju kao
parametar u profilu vode za kupanje 1 razmatranju rizika za plan sigurnosti rekreacijske vode.
Direktivom nisu obuhvacene kemikalije, ali Svjetska zdravstvena organizacija ipak predlaze da
se njihova koncentracija u vodama ispituje. Sto se ti¢e mikroorganizama, smatra se da je njihova
koncentracija uvelike prisutna u pijesku pa ga se zato preporucuje kao relevantan parametar u
planu sigurnosti rekreacijske vode, a preporucuju se 1 privremene smjernice od 60 CFU/g za
crijevne enterokoke te od 90 CFU/g za gljive. Direktivom je prepustena odluka drzavama
¢lanicama na odluku definiranja “velikog broja kupac¢a” §to moZe obuhvacati broj od 10 do 300.
Termin “veliki broj kupaca” je vaZzan u definiranju mjesta za kupanje, ali i o¢ekivanju kvalitete
rezultata pa se tako planira i jasna definicija navedenog termina. Direktiva objavljena 2006.
godine, clankom 5. je zahtijevala od drzava Clanica da do 2015. godine osiguraju kvalitetu vode
za kupanje na svim tockama do zadovoljavajuce ocjene Sto se ni do danas nije dogodilo. Jo§
jedan razlog promjeni pridonosi razvijanje modeliranja kao specifiénog procesa koji ¢e
omoguciti predvidanje kvalitete mora u buducnosti. Veliku vaznost tu nosi 1 digitalizacija koja
sam proces razvijanja modeliranja moze olaks$ati ali 1 omoguciti javnosti brzi 1 laksi dotok

informacija.
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1.4.3. Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje (NN/73/2008)

Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje (NN/73/2008) se je ve¢ spominjala u odjeljcima ovog rada:
Monitoring kakvoce mora za kupanje i Klasifikacija mora za kupanje gdje je objasnjen nacin
uzorkovanja 1 ocjenjivanja uzrokovanih tocaka te obavjes¢ivanje javnosti o kvalitete mora
pojedinog podruc¢ju. Uredba je donesena je 1. sijecnja 2009. godine, a njome se odreduju
grani¢ne vrijednosti mikrobioloSkih pokazatelja i druge znacajke mora. Njezina glavna zadaca
je uskladiti Direktivu o vodi za kupanje s hrvatskim zakonodavstvom. Kao §to je ve¢ navedeno,
uvedene su nove indikatorske bakterije onec¢is¢enja mora za kupanje: Escherichia coli i crijevni
enterokoki, ali se njihovi standardi u Uredbi razlikuju od onih u Direktivi o vodi za kupanje.
Uredba definira stroze kriterije za istu kategoriju kvalitete od Direktive, a razlog tome je visoka
kakvoc¢a mora na najveéem broju plaza u Hrvatskoj. Kako bi se osigurala $to bolja kvaliteta
mora za kupanje, Hrvatska i dalje ima u planu provoditi stroze kriterije. Tako ispada da,
primjerice, tocka uzorkovanja zadovoljavaju¢e kakvoée Uredbom, ima dobru kakvocu
definiranu Direktivom. No, kada se u odnos stavljaju kakvoée mora drzava ¢lanica Europske
unije primijenjuju se kriteriji Direktive. Uredba opisuje obradu rezultata pomocu 90-og i 95-og
percentila (vidjeti odjeljak Klasifikacija mora za kupanje). Monitoring kakvoée mora za
kupanje provode ovlaStene osobe u ovlaStenim laboratorijima, kao temperaturu zraka 1 mora ili
salinitet, laboratorijsku analizu, pisanje izvjes¢a te izradu i obnovu profila mora za kupanje

(42).

1.4.4. Smjernice o kvalitete vode za rekreaciju- Svezak 1: Obalne 1 slatke vode

“Smyjernice o kvaliteti vode za rekreaciju- Svezak 1: Obalne 1 slatke vode” je publikacija koja
ukljucuje sveobuhvatne smjernice o kvaliteti vode u rekreacijskim okruZenjima s posebnim
naglaskom na obalna podrucja i slatke vode. Smjernice postavljaju jasne i znanstveno
utemeljene standarde za kvalitetu rekreacijskih voda, a cilj im je zastita i sigurnost pojedinaca
koji dolaze u kontakta s vodom. Smjernice ukljucuju preporuke, kao sto su “Preporuke WHO-
a o znanstvenom, analitickom 1 epidemioloSkom razvoju relevantnom za parametre kvalitete
voda za kupanje u Direktivi o vodama za kupanje (2006/7/EZ)”, te metodologije za pracenje i
ocjenu kvalitete vode. PomaZzu nadleznim tijelima u provedbi u¢inkovitih programa pracenja
kako bi se osigurala uskladenost s utvrdenim standardima, ali 1 u kontroli oneciS¢enja te razvoju

javne svijesti (7).
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1.4.5. Preporuke WHO-a o znanstvenom, analitickom 1 epidemioloskom razvoju relevantnom
za parametre kvalitete voda za kupanje u Direktivi o vodama za kupanje (2006/7/EZ)

Znacajna publikacija objavljena 2018. godine od strane Svjetske zdravstvene organizacije jest
“Preporuke WHO-a o znanstvenom, analitiCkom i epidemioloSkom razvoju relevantnom za
parametre kvalitete voda za kupanje u Direktivi o vodama za kupanje (2006/7/EC)”. Kao §to
joj 1 samo ime govori, publikacija donosi preporuke o poboljSanju Direktive za kupanje
temelje¢i se na najnovijim znanstvenim i epidemioloskim istrazivanjima koja se odnose na
kvalitetu voda za kupanje. Publikacija olakSava drzavama ¢lanicama Europske unije donosenje
odluka o pracenja, procjeni i upravljanju vodama za kupanje, a Direktivi osigurava ispunjavanje

svojih temeljnih ciljeva zastite javnog zdravlja i ocuvanja vode za kupanje (12).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je ispitati prostornu i vremenski varijaciju pojavnosti mikrobioloskog
pokazatelja Clostridium perfringens na podruc¢ju urbanih plaza zapadnog dijela grada Rijeke,
konkretno govoreci o podrucju Kantride. Koncentracija spomenute bakterije ¢e se usporedivati
sa fizikalnim parametrima mora- salinitetom, temperaturom mora i zraka, te u razliitim

razdobljima dana: ujutro i popodne.
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3. MATERIJALI I METODE

Istrazivanjem je obuhvaceno Sest lokacija podjeljenih u dvije tocke. Jedna od tocaka ispitivanja
je sluzbena tocka monitoringa kakvoce mora, dok je druga odabrana kao dodatna
reprezentativna oznacena nazivom “profilna”. Zbog velikog broja dotoka slatke vode (Slika 6)
u radu su odabrane lokacije sa podrucja zapadnog dijela grada Rijeke, Kantride. Popis lokacija

i oznake kojima su obiljezene za potreba ovog rada prikazane su u Tablici 4. Na slikama u

Podrucje istrazivanja

nastavku teksta prikazana je i njihova to¢na lokacija (Slika 1, 2, 31 4)

Tablica 4: Ispitivane tocke

RB Lokacija Oznaka slova
1. Kantrida — istok A
2. Kantrida — istok profilna B
3. Kantrida — zapad profilna C
4. Kantrida — zapad D
5. Kantrida — 3. Maj E
6. Kantrida - 3. Maj profilna F
7. Nogometno igraliSte profilna G
8. Nogometno igraliSte H
9. Ploc¢e — istok profilna I
10. Ploce — istok J
11. Ploce — zapad profilna K
12. Ploc¢e — zapad L
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L, Sas = :
Karta Satelit

Izvor: Internet-Karta- Satelit

Slika 1.: Satelitski prikaz Cetiri tocke ispitivanja: A, B, CiD

Izvor: Internet- Karta- Satelit

Slika 2.: Satelitski prikaz dviju tockaka ispitivanja: E 1 F
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Izvor: Internet- Karta- Satelit

Slika 3.: Satelitski prikaz dviju toc¢aka ispitivanja: G i H

Izvor: Internet- Karta- Satelit

Slika 4.: Satelitski prikaz Cetiri tocke ispitivanja: I, J, K1 L
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3.2.  Uzorkovanje

Istrazivanje je obuhvacalo dvije sezone kupanja, dakle period od 15. svibnja do 30. rujna 2021.
12022. godine. Uzorkovale su se gore navedene lokacije od strane kopna prema normama HRN
ENISO 5667-14:2016 1 HRN EN ISO 19458:2008 (Slika 5, 10). Ucestalost uzorkovanja je bila
svakih 7 dana u jutarnjim terminima, a svakih 14 dana i u jutarnjim i u popodnevnim terminima.
U danima predvidenim iskljucivo za jutarnji termin uzorkovane su tzv. rutinske tocke. U danima
predvidenim i za jutarnji i za popodnevni termin uzorkovano je svih 12 tocaka i tzv. rutinske ili

sluzbene te dodatne ili profilne.

Uzorak se prikupljao u staklene boce s plasti¢nim ¢epom kapaciteta 0,5 L koje su prethodno
autoklavirane na temperaturi od 121° C tijekom 15 minuta. Na svakoj boci naznaeno je vrijeme
1 mjesto uzorkovanja. Uz svako uzorkovanje ispunjavao se Zapisnik. Na Zapisnicima se
biljezilo ime i oznaka uzorka, analiticki broj uzorka, vrijeme uzorkovanja, vremenske prilike
(prisustvo ili odsustvo kis$e ili vjetra te njihova jac¢ina odnosno smjer), temperature zraka i mora
te salinitet. Nakon prikupljanja uzoraka, isti su dostavljeni u nadlezni laboratorij za
mikrobiologiju voda Odjela za zaStitu okoliSa 1 zdravstvenu ekologiju Nastavnog zavoda za
javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije unutar maksimalno cetiri sata. Obrada uzoraka
vrSena je odmah po dostavi u laboratorij ili s maksimalnim odstupanjem od 24 sata pri ¢emu su

uzorci ¢uvani na temperaturi od 2-8 °C do obrade.
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Izvor: osobna fotografija

Slika 5.: Uzorkovanje mora

Izvor: osobna fotografija

Slika 6.: Izvor na Kantridi
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3.3.  Mikrobioloski pokazatel;

Za mikrobiolosku analizu uzorak se mora dobro homogenizirati. To podrazumijeva polagano
mijeSanje vode u boci kruznim i okomitim pokretima. Time postizemo ravnomjerniju
raspodjelu mikroorganizama po uzorku kako bi analiza istog bila §to reprezentativnija. Nakon
homogenizacije boca se otvara, a njezino se grlo sterilizira plamenom. Mikrobioloska analiza
radi se u 100 ml vode koja se ulijeva u sterilne lijevke postavljene na sustavu za membransku
filtraciju. Membranskom filtracijom, na sterilnom, bijelom graduiranom filteru 47 mm,
promjera pora od 0,45 pm mijeSanih celuloznih estera zaostaju trazeni mikroorganizmi (Slika
7). Filteri se potom stavljaju na hranjivu selektivhu podlogu. Izolacija i1 identifikacija
Clostridium perfringens u vodi radi se standardiziranom i akreditiranom metodom prema HRN
EN ISO 14189:2016 normi. Njome se u uzorcima vode detektiraju i spore i vegetativne stanice.
Clostridium perfringens je sulfit-reducirajuca bakterija Sto znaci da reducira sulfite do sulfida,
a to se obi¢no ocituje stvaranjem crnih do zuto- smedih kolonija na podlozi koja sadrzi zeljezne
soli. Selektivna podloga na koju se prenosi filter nakon membranske filtracije je TSC (Tryptose
sulphite cycloserin agar) (Slika 8), a inkubira se u anaerobnim uvjetima na 44+1°C tijekom 24
sata. Kao potvrdni test koristi se reagens kisele fosfataze gdje se na filter papiru razmaze
kolonija te nanese 2-3 kapi navedenog reagensa. Pozitivna reakcija ocCituje se kao pojava
ljubicaste boje kolonije u roku 3- 4 minute (Slika 9). Broj izraslih kolonija izraZen je kao CFU

(eng. Colony Forming Units) u 100 ml uzorka.
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Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo

Slika 7: Membranska filtracija

Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo

Slika 8: TSC selektivna podloga s pozitivnim porastom
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Izvor: Nastavni zavod za javno zdravstvo

Slika 9: Potvrdni test -pozitivan test kisele fosfataze
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3.4.  Fizikalno- kemijski pokazatelji

U ovom radu mjereni fizikalno — kemijski pokazatelji su: temperaturu mora, temperaturu zraka
1 salinitet. Temperatura mora mjerena je termometrom, temperatura zraka mobilnim uredajem
pomocu aplikacije, a salinitet terenskim salinometrom marke "YSI Model 30" koji sadrzi

niklove elektrode za mjerenje provodljivosti otopine (Slika 10).

Izvor: osobna fotografija

Slika 10: Mjerenje saliniteta
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3.5. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su statisticki obradeni pomo¢u TIBCO Statistica v. 14.0.1.25 programskog paketa
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD). Za izraCunavanje 1 opisivanje osnovnih
karakteristika podataka koristila se deskriptivna statistika, a od mjera centralne tendencije
koriStene su srednja vrijednost i medijan. Kako bi ispitali normalnost raspodjele podataka,
koristili smo Kolmogorov-Smirnovljev test. Za provjeru povezanosti dviju skupina podataka
upotrijebili smo Spearmanov koeficijent korelacije, a znacajnost razlike izmedu skupina
podataka provjerena je Kruskal-Wallis-ovim i Mann-Whitney-jevim testom. Svaki koriSteni test

nalazio se unutar pouzdanosti od 95% i p-vrijednosti manjom od 5%.

4. REZULTATI

4.1.  Deskriptivna statistika

Prisutnost bakterije Clostridium perfringens ispitivana je u 600 uzoraka. Njezina koncentracija
kretala se od 0 do 2000 CFU/100ml sa srednjom vrijednosti 46,184+207,77 CFU/100 ml,
medijanom 6,00 CFU/100ml te interkvartilnim rasponom 1,00 do 17,00 CFU/100ml.

U istim uzorcima odredeni su 1 fizikalno kemijski pokazatelji:

salinitet, temperatura zraka 1 temperatura mora. Salinitet se kretao u rasponu od 0,5 do 38 %o sa
srednjom vrijednosti 33,08+5,60 %o, medijanom 34,70 %o 1 interkvartilnim rasponom od 32,9
do 35,9 %o. Najniza zabiljezena temperatura zraka bila je 15, a najvisa 38 °C sa srednjom
vrijednosti od 26,3144,70 °C, medijanom 27,00 °C i interkvartilnim rasponom od 24 do 29 °C.
Raspon temperature mora varirao je od 12,50 do 29,30°C sa srednjom vrijednosti 22,97+3,09

°C, medijanom 23,00 °C 1 interkvartilnim rasponom od 21,60 do 25,00 °C.

4.2.  Korelacija

Povezanost koncentracije Clostridium perfringens je u negativnoj korelaciji s fizikalno-
kemijskim pokazateljima mora. Dakle, postoji statisticka znacajka izmedu varijabli §to nije

nuzno i njihova uzro¢no- posljedi¢na veza.
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4.3. Lokacija

StatistiCki znacajna razlika (Kruskal-Wallis, N=600 H=48,775; p<0,0001) utvrdena je izmedu
tocke A 1 toCaka G, H, I, K i L te tocke B 1 tocaka H, I, K i L. Od ukupno 600 uzoraka, 60 ih
pripada toc¢ki A. Koncentracijske vrijednosti Clostridium perfringens kretale su se od 0 do 2000
CFU/100 ml sa srednjom vrijednosti 90,20+£359,07 CFU/100ml, medijanom 15,50 CFU/100ml
1 interkvartalnim rasponom od 5,00 do 33,00 CFU/100ml. Ukupno 40 uzoraka uzeto je s tocke
B gdje je koncentracijska vrijednost Clostridium perfringens, takoder, varirala od 0 do 2000
CFU/100ml, ali sa srednjom vrijednosti od 119,53+437,54 CFU/100ml, medijanom 12,50
CFU/100ml i interkvartalnim rasponom od 8,5 do 27,50 CFU/100ml (Slika 11).
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Slika 11: Medijan koncentracije Clostridium perfringens po ispitivanim lokacijama
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4.4, Godina

Istrazivanje je provedeno u sezonama dviju godina 2021. i 2022. godine. Obradom rezultata
utvrdena je statisticki znacajna razlika (Mann-Whitney; N=600; Z=10,36; p<0,0001) izmedu
navedenih godina. Od ukupno 600 uzoraka, jedna polovica je prikupljena 2021., a druga 2022.
godine. Koncentracijska vrijednost Clostridium perfringens u 2021. godini kretala se od 0 do
380 CFU/100ml sa srednjom vrijednosti 25,18+£38,68 CFU/100ml, medijanom 10,00
CFU/100ml i interkvartilnim rasponom od 5,00 do 31,00 CFU/100ml. Za 2022. godinu
koncentracija bakterije varira od 0 do 2000 CFU/100ml sa srednjom vrijednosti 67,18+290,00
CFU/100ml, medijanom 2,00 CFU/100ml i interkvartilnim rasponom od 0 do 9,00 CFU/100ml
(Slika 12).
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Slika 12: Medijan koncentracije Clostridium perfringens po godinama
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4.5.  Mjeseci

Razdoblje istrazivanja u obje godine ukljucuje svibanj, lipanj, srpanj, kolovoz i rujan. Obradom
podataka utvrdena je statisticki znacajna razlika (Kruskal-Wallis, N=600; H=48,90; p<0,0001)
izmedu rujna od ostalih mjeseci, iskljuc¢ivsi srpanj. Od ukupno 600 uzoraka, 120 ih je uzeto u
periodu mjeseca rujna. Koncentracija bakterije Clostridium perfringens varirala je od 0 do 2000
CFU/100ml sa srednjom vrijednosti 170,62+440,26 CFU/100ml, medijanom 12,00 CFU/100ml
1 interkvartilnim rasponom od 3,50 do 61,00 CFU/100ml (Slika 13).
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Slika 13: Medijan koncentracije Clostridium perfringens po mjesecima
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4.6.  Udio pozitivnih uzoraka 1 kategorizacija opterec¢enja

Prisutnost bakterije Clostridium perfringens ispitivana je u 600 uzoraka, od ¢ega u 21%

(N=126) uzoraka nije dokazana, dok je u gotovo u 80% uzoraka (N=474) dokazana (Slika 14).

m C. perfringens negativni
uzorci

m C. perfringens pozitivni
uzorci

Slika 14: Udio pozitivnih i negativnih uzoraka na prisustvo bakterije Clostridium perfringens
u dvogodisnjem razdoblju ispitivanja(N= 600 uzoraka)

Prema broju bakterija Clostridium perfringens u 100 ml uzorka isti su podijeljeni u 5 kategorija:

: <1, 1-10, 11-100, 101-1000 1 > 1000). Najveci postotak uzoraka (44%) nalazi se u kategoriji
sa brojem bakterija od 1-10. Slijedi kategorija sa 11-100 bakterija (29%) te ona u kojoj je bilo
manje od 1 bakterije u 100 ml uzorka (21%). Dok je samo 1% bakterijom opterecenih uzoraka

u kategoriji >1000 CFU/100 ml morske vode (Slika 15).
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Slika 15: Udio uzoraka u pojedinoj kategoriji optere¢enja Clostridium perfringens (N=600)
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4.7.  Razdoblje dana

Provedenim istrazivanjem obuhvacena su i dva perioda u danu (ujutro i popodne) kako bi se
potvrdila eventualna vremenska varijacija u koncentraciji bakterije ispitivanih tocaka. Obradom
podataka (Mann-Whitney; N=600; U=42959,00; p>0,5000) utvrdeno je da nema statisticke

znacajke izmedu doba dana i koncentracije Clostridium perfringens (Slika 16).
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Slika 16: Medijan koncentracije Clostridium perfringens ovisno o razdoblju dana
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Isto je usporedeno i sa salinitetom gdje, takoder, nije zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika

(Mann-Whitney; U=40470,50; p> 0,5000) obzirom na vremensku varijablu (Slika 17).
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Slika 17: Medijan saliniteta ovisno o razdoblju dana
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5. RASPRAVA

Clostridium perfringens je kozmopolit prisutan svugdje u okoliSu. Medutim, obzirom da je
uobicajeni stanovnik probavnog trakta ljudi i toplokrvnih zivotinja, korist se 1 kao indikator
fekalnog oneciS¢enja. Zbog svojih karakteristika, medu kojima je i stvaranje spora, ima
sposobnost dugotrajnog prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima. Komunalne i oborinske
otpadne vode opterecene fekalnim sadrzajem u priobalnim sredinama dospijevaju u more te
bakterije poput Clostridium perfringens mogu biti dobri indikatori fekalnog zagadenja pri
ispitivanju kvalitete mora za kupanje. Prema Direktivi o vodi za kupanje (2006/7/EC) i Uredbi
o kakvo¢i mora za kupanje (NN 73/2008), rutinski se ispituju koncentracije Escherichia coli i
crijevnih enterokoka, kako bi se ocijenila kvaliteta vode za kupanje. Medutim, brojna
istrazivanja pokazuju kako bi se u pracenje kakvoce mora mogao uvrstiti i dodatni
mikrobioloski parametar, kao §to je Clostridium perfringens. Istrazivanjem Curiel-Ayala i
suradnika (43) pracena je kakvoca morske vode u susnim i kiSnim razdobljima mjerenjem
koncentracije crijevnih enterokoka, Staphylococcus aureus 1 Clostridium perfringens.
Zakljuceno je da je pracenje fekalnog oneciS¢enja u odredenim okolnostima uspjesnije pomocu
indikatora Clostridium perfringens. Dokazano je da 95,8% analiziranih uzoraka premasuje
vrijednost postavljenu havajskim izvjeS¢em o pracenju i1 procjeni kvalitete vode od 50 CFU/100
ml, Sto autori objasnjavaju velikim izljevima slatke vode s kopna kontaminirane fekalnim
tvarima (43). Dotoci slatkih voda s kopna, razlog su odabira lokacija i za ovo istrazivanje. Osim
vidljivih dotoka 1 vrulja, mjereni fizikalno-kemijski parametri, primarno temperatura mora 1
salinitet, idu u prilog postavljenoj tezi. Salinitet otvorenog dijela Jadranskog mora iznosi 38 %o,
dok priobalni dio varira obzirom na dotoke slatke vode s kopna. U ovom istrazivanju salinitet
je varirao od 0,5 do 38 %o. Dotok hladnije slatke vode s kopna utjece i na temperaturu mora.
MozZemo pretpostaviti da je 1 pojavnost bakterije Clostridium perfringens, takoder vezana uz
dotok slatke vode s kopna, koja na putu do mora prenosi razli¢ita oneciS¢enja komunalnog
porijekla, poput sadrzaja iz neadekvatno izvedenih septickih jama. Stoga je znacajna negativna
povezanost bakterije Clostridium perfringens, saliniteta 1 temperature mora, uvjetovana
dotokom slatke vode s kopna. Takoder, dobivenu negativnu korelaciju izmedu temperature
zraka 1 koncentracije bakterije u ovom istraZivanju mozemo tumaciti utjecajem Suncevog
zraCenja na broj bakterija. Obzirom da poviSenje temperature zraka prati pojatano Suncevo
zraCenje, broj Clostridium perfringens brze se smanjuje pri viSim temperaturama zraka. Od
ukupno 12 lokacija, na lokacijama A i B dokazana je najvefa koncentracija bakterije

Clostridium perfringens, a za istaknuti je da su upravo to lokacije gdje su izvori slatke vode
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prisutni u ve¢em broju nego na ostalim lokacijama. Moguce je da osim obimnijeg dotoka i
slabije gibanje mora na predmetnim lokacijama utjeCe na dulje zadrzavanje veceg broja
bakterija. U prilog tome ide istrazivanje obavljeno na podruc¢ju 11 plaza kolumbijskog grada
Baranquilla (44), gdje je dokazana povezanost izmedu koncentracija fekalnih indikatora i
morfologije ispitivane lokacije plaza. Autori opisuju jednu lokaciju kao zatvorenu vodu izmedu
pjescane plaze i kopna, a drugu na uSéu same rijeke ogradenu molovima. Na lokaciji s
izgradenim molovima u neposrednoj blizini us¢a rijeke, za koju se pretpostavlja da nosi razlicite
tipove onecis¢enja, dokazala se niska koncentracija fekalnih indikatora. Moze se pretpostaviti
kako postojeci molovi utjeCu na dotok slatke vode u ispitivanu lokaciju plaze. S druge strane,
ispitivana lokacija zatvorene plaze pokazala je ve¢u koncentraciju Clostridium perfringens, $to
se objasnilo sporijim gibanjem mora u odnosu na ostale lokacije ispitivanja. Nadalje, naSim
istrazivanjem dobivena je statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji Clostridium perfringens
izmedu dvije promatrane godine (2021.12022.), kao 1 izmedu pojedinih mjeseci tijekom sezone
kupanja. Od ispitivanih mjeseci (svibanj — rujan), najveéa koncentracija Clostridium
perfringens zabiljezena je tijekom rujna, $to se moze povezati s veCom koli¢inom oborina.
Prema podacima Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda najvise oborina u sezoni kupanja
zabiljezeno je u rujnu tijekom 2021. 1 2022 (45). Povecanjem koli¢ine oborina, povecava se
koli¢ina dotoka slatke vode u more 1 ispiranje kopna, §to vjerojatno rezultira veCom koli¢inom
ispitivane bakterije. Promatranjem promjene koncentracije Clostridium perfringens obzirom na
doba dana (ujutro i popodne), nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika. Suprotno ovim
rezultatima, prethodno navedeno istrazivanje (43) pokazalo je da se opterecenje Staphylococcus
aureus u moru za kupanje u razli¢itim razdobljima razlikuje te da su koncentracije
Staphylococcus aures vece u popodnevnim satima. Autori pretpostavljaju da je razlog tome veci
broj kupaca 1 ¢injenica da je izvor ovoj bakteriji koZa kupaca, a ne probavni sustav, kao §to je
to za Clostridium perfringens. Na lokacijama obuhvacenim nasim istraZivanju, koncentracija
Clostridium perfringens najcesce je pripadala kategorijama nizeg opterecenja (1-10 1 11-100
CFU). Medutim, u 1 % uzoraka broj bakterija presao je 1000 CFU, s nemogu¢nos¢u utvrdivanja
tocnog broja, zbog metodoloskih ogranicenja. Obzirom da infektivna doza Clostridium
perfringens iznosi 10° CFU (31), a da ovim istraZivanjem nije utvrden to¢an broj u kategoriji s
najveé¢im optere¢enjem (vec je prikazan kao >1000), moZe se smatrati da je u tim situacijama

more za kupanje predstavljalo rizik za zdravlje kupaca.
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ZAKLJUCAK

Za pretpostaviti je da o koli¢ini i uCestalosti dotoka slatke vode s kopna te opterecenosti
iste sa fekalnim sadrzajem, Sto svakako ovisi o smjeru prolaska vode prije ulaska u
more, ovisi 1 koncentracija Clostridium perfringens u priobalnoj morskoj vodi.
Dotokom hladnije slatke vode s kopna smanjuje se temperatura mora te je moguce da
niza temperatura pretpostavlja i prisutnost bakterija pa tako 1 Clostridium perfringens.
Dotokom slatke vode s kopna smanjuje se i salinitet na mjestu ulaska u more te je
moguce da nizi salinitet pretpostavlja i prisutnost bakterija pa tako 1 Clostridium
perfringens.

Kod visih temperatura zraka, a time i jaCeg Suncevog utjecaja, detektirana je niza
koncentracija bakterije Clostridium perfringens.

Nije uocena razlika u salinitetu i koncentracijama bakterije Clostridium perfringens u
razli¢ito doba dana (jutro- poslijepodne).

Svrstavanjem uzoraka u kategorije prema broju CFU u 100ml uoceno je da najveci
postotak (44%) obuhvacaju uzorci od 1-10 CFU, slijedi 21% uzoraka od 10-100 CFU
te 21% manjim od 1 CFU. Samo 1% uzoraka ima broj koji mozZe biti Stetan za ljudsko
zdravlje ako uzmemo u obzir da je infektivna doza 10° CFU.

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju da zbog svojih karakteristika Clostridium
perfringens moze biti dobar dodatni indikator opterecenja mora za kupanje fekalnim

sadrZajem, a posljedi¢na i1 ostalim patogenim mikroorganizmima.
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8. ZIVOTOPIS

Inge JuriCi¢ je rodena 12. rujna 2001. godine u Rijeci. 2016. godine upisuje Salezijansku
klasi¢nu gimnaziju s pravom javnosti u Rijeci, klasi¢ni smjer. Maturirala je 2019. godine te je
iste godine upisala Prijediplomski studij sanitarnog inZenjerstva u Rijeci. Sto se ti¢e iskustva u
svojoj buducoj struci radila je tijekom pandemije Covid-19 u Nastavnom zavodu za javno

zdravstvu u unosu novooboljelih u sustav.
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