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SAZETAK

Carstvo gljiva velika je 1 raznolika skupina organizama, od kojih su odredene vrste sposobne
izazvati bolesti u ljudi. Hrvatska je turisticka zemlja, u kojoj koristenje plaza predstavlja
jednu od glavnih ljetnih aktivnosti. Za razliku od bakterioloske analize mora za kupanje,
koje se ve¢ desetlje¢ima provodi, istrazivanje gljiva tek je u povojima. Cilj ovoga rada bio
je istraziti bakterioloSko opterec¢enje te brojnost i vrste kvasaca i plijesni, u razli¢itim
okoli$nim uvjetima na urbanoj pjescanoj plazi (Crikvenica, Primorsko-goranska Zupanija).
Uzorkovanje pijeska i morske vode provedeno je pet puta u zimskom razdoblju, (svakih 14
dana). Za odredivanje mikrobioloskih pokazatelja primijenjene su standardne metode, a za
kultivaciju gljiva dva hranjiva medija i razli¢iti uvjeti inkubacije: SDA agar (40°C/3 dana i
37°C/10 dana) 1 Fungisel agar (30°C/20 dana). Za identifikaciju vrsta poraslih gljiva koriSten
je instrument MALDI-TOF MS. U uzorcima pijeska pronadeno je sedam vrsta: Aspergillus
nidulans, A. calidoustus, A. niger, A. flavus oryzae group, Schizophyllum commune,
Trichoderma reesei, Beauveria bassiana, a u uzorcima morske vode tri vrste: 4. niger, A.
terreus 1 Mucor circinelloides., od kojih se niti jedna ne ubraja u WHO-definirane prioritetne
skupine gljiviénih patogena (kriti¢na, visoka ili srednju). Najveci broj vrsta, ali s najmanjim
brojem kolonija, porastao je na SDA agaru 37°C/10 dana. 4. niger je jedina vrsta koja je
dokazana 1 u pijesku 1 u morskoj vodi. U pijesku su gljive dokazane u svih pet uzorkovanja,
u vrijednostima od 1,7 — 13,4 CFU/g, a u uzorcima morske vode samo u ¢etvrtom i1 petom
uzorkovanju, u nizim koncentracijama (1,7 — 2,6 CFU/mL). To ukazuje na znatno vece
opterecenje gljivama u pijesku, u usporedbi s morskom vodom, S$to se odnosi i na
bakteriolosko optere¢enje. Porast gljiva iz uzoraka mora dobiven je jedino na podlozi
Fungisel agar (30°C/20 dana). Prema kriterijima Uredbe (NN 73/2008) za E. coli i
enterokoke, more je u svim ispitivanjima ocjenjeno kao izvrsno, izuzev u treCem, kada je
ocjenjeno kao dobro, s istovremeno najviSom utvrdenom koncentracijom gljiva u pijesku,
pri temperaturi mora od 8°C 1 zraka od 11°C. Prema trenutno vaZe¢im kriterijima za kvalitetu
pijeska (portugalski i Svjetske zdravstvene organizacije), vrijednosti za enterokoke bile su
iznad portugalskih grani¢nih vrijednosti samo u jednom uzorku, tijekom drugog ispitivanja,
a vrijednosti za gljive ispod Mycosand kriterija (ukupan broj gljiva od 89 CFU/g), §to
ukazuje na dobro stanje pijeska ispitane plaze. U cilju smanjenja rizika za ljudsko zdravlje,
potrebno je provoditi dugorocna istraZivanje gljiva, u razli¢itim okoliSnim uvjetima.

Kljucne rijeci: pijesak na plazama, morska voda, gljive, okoli$ni ¢imbenici, zdravstveni rizik



SUMMARY

The kingdom of fungi is a large and diverse group of organisms , of which certain species
are capable of causing diseases in humans. Croatia is tourist country, where the use of
beaches is one of the main summer activities. Unlike the bacteriological analysis of bathing
seas, which has been carried out for decades, research on fungi is still in its infancy. The aim
of this work was to investigate the bacteriological load and the abundance and species of
yeasts and molds in different environmental conditions on an urban sandy beach (Crikvenica,
Primorsko-goranska County). Sampling of sand and sea water was carried out five times in
the winter period (every 14 days). Standard methods were used to determine microbiological
indicators, and two nutrient media and different incubation conditions were used for
mushroom cultivation: SDA agar (40°C/3 days and 37°C/10 days) and Fungisel agar
(30°C/20 days). MALDI-TOF MS instrument was used to identify the types of fungi grown.
Seven species were found in the sand samples: Aspergillus nidulans, A. calidoustus, A.
niger, A. flavus oryzae group, Schizophyllum commune, Trichoderma reesei, Beauveria
bassiana, and in seawater samples three types: A. niger, A. terreus i Mucor circinelloides,
none of which are included in the WHO-defined priority groups of fungal pathogens (critical,
high or medium). The largest number of species, but with the smallest number of colonies,
grew on SDA agar 37°C/10 days. A. niger is the only species that has been proven in both
sand and seawater. In the sand, fungi were detected in all five samplings, in values of 1.7 -
13.4 CFU/g, and in seawater samples only in the fourth and fifth sampling, in lower
concentrations (1.7 —2.6 CFU/mL). This indicates a significantly higher load of fungi in the
sand, compared to seawater, which also applies to the bacteriological load. The growth of
fungi from sea samples was obtained only on Fungisel agar (30°C/20 days). According to
the criteria of the Regulation (Official Gazette 73/2008) for E. coli and enterococci, the sea
was evaluated as excellent in all tests, except for the third, when it was evaluated as good,
with at the same time the highest determined concentration of fungi in the sand, at a sea
temperature of 8°C and air of 11°C. According to the currently valid sand quality criteria
(Portuguese and World Health Organization), values for enterococci were above the
Portuguese limit values in only one sample, during the second test, and values for fungi were
below the Mycosand criteria (total fungal count of 89 CFU/g), which indicates the good
condition of the sand of the examined beach. In order to reduce the risk to human health, it
is necessary to conduct long-term research on fungi, in different environmental conditions.

Keywords: beach sand, sea water, fungi, environmental factors, health risk



SADRZAJ

| UV @ ] b OSSOSO SRR 1
1.1  Mikrobna flora pjes¢anih plaza i mora 2
1.1.1 KVASCT 1 PLJESI ..ttt ettt et ettt bt e et e et an 3
1.1.1.1  Prioritetne skupine gljiviénih patoOgena .........c.cccuerieriieriieiiieieeieeeeeee et see e enee e 5

1.1.2 BaKterijSKE VISTE ...cuvietieiieieie ettt ettt st st as 7
L.1.2.1  ESCREFICHIA COLI ...ttt ettt aeas 7

1.1.2.2 Crijevni @NteTOKOKI ....ccueiiiiiiiieitiet ettt st e ee 7

1.1.2.3  StADRYIOCOCCUS QUFCUS ...ttt ettt ettt ettt et eeaee b enaean 7

1.1.2.4  PSCUAOMONAS ACTUZITOSA ......ooeveneeenieaeeeeresieesasenssaseesesesesssesseesessesssesssesseesssensesssesssesseesseensens 8

1.1.2.5  ClOSITIAIUM PETTFIIZENS ......oceveeeveiieieeieeieeeeetteste et eteeeaesetesteeseessessaesssesseesseenseasseassenssenseensens 8

L1.1.2.6  SAIMONEIIA SPP..vevveiieiieii ittt ete s testte st e st e st et e e nseessesseenseessaenseensesssesnsesseesseenseansenns 8

1.1.2.7  Broj aerobnih mezofilnih bakterija na 37° C122° Cu..cceeceeuieiiniiniiniiieneeieeeeesesese e 9

1.2 Utjecaj okolisnih ¢imbenika 9
1.3  Razvoj istraZivanja 10
14 Kcriteriji ocjenjivanja 11

2 CILTISTRAZIVANIA ..ot ssesanessnenes 12
3 MATERIJALITMETODE .....coiiiiiiiiiieeet ettt ettt st st 13
3.1 Materijali 13
3.1.1 | ) & Vx| - PR PSUSPSPRRO 13
3.1.2 Koristeni laboratorijski pribor i uredaji........cceoceereerieriiiiiieieeiese e 14
3.1.3 Kemikalije 1 hranjive POALOZE ........ccvveviiiiieiieiierie e ettt sve e sraeseaesene e 14
3.14 UZOTKOVANE ...ttt et ettt ettt st esateeateebeesbeesaeesnneeas 15

3.2 Metode 17
3.2.1 KVASCT 1 PLJESI 1.vvieviiiiieciiiciieiteieesee st e steere e e esteesttestaeesbeessaestaessaesssessseesseessaesssesssenns 17
322 BaKLeITJSKE VISTE ..eevviiiieceiieiieiiesiterieesteesteete e e te e st e staesbeesseessaessaesssessseesseessaessnesssenns 18
3.2.2.1  Membranska filtracija.......cciecvireieiieiieieeie ettt sr e et taenraenneas 18
3.2.2.1.1  Odredivanje ESCAEFICHIA COLI ..........coccuveeuieeieieeieeiiesieecieeee st sie e eve e ssaesseesees 20

3.2.2.1.2 Odredivanje crijevnih enteroKoKa ...........c.cccuervieriinieniieiieie et seee e 20

3.2.2.1.3 Odredivanje StaphyloCOCCUS QUIEUS .............c.cccueeueeeieieeiiee ettt eees 21

3.2.2.1.4 Odredivanje Pseudomonas QertUgiNOSA ..............cc.ueeesueeaueesueseeseeseeseeneeeneeeeesseesseesseesnens 22

3.2.2.1.5 Odredivanje CloStriditm Perfrilgens ..........cccccuuueseeseeieeeeeeeseeseeseeesee e eee e eeesseennens 23

3.2.2.1.6  Odredivanje SalmMOnella SPP......ccoueieerieeieeeeeeee ettt 24

3.2.2.1.7 Broj acrobnih mezofilnih bakterija...........cocooeiiriiiieiieiee e 25

3.2.2.2  Identifikacija vrsta gljiva pomocu instrumenta MALDI-TOF MS..........ccoociiiiiiiniinieeeen. 25

323 Fizikalno-kemijski pOKaZatel]i .......cccuevveiieeiieriieriiecte ettt e v e ereesreesane v e 27
3.2.3.1  Temperatura Zraka i VO ......c.ccveiieeiiiiiiiiicii ettt eae e e saeesseesseensesssesssesseesseensens 27

3.3  Statisticka obrada podataka 27
3.3.1 Spearmanov koeficijent KOrElacije .......ccvueiuiiiuieiieriieieeciecie et 28
332 Mann-WhitnEy U tESt......c.eccuieerierierieiieireerieeseeseesttesreereebeesseesssesssessseesseesseesseessnenns 28

4 REZULTAT .ottt ettt et ettt ettt e st e s bt e e s it e e sbteesabeeebbeessbeesabeeesabeenane 30
4.1 Opterecenje gljivama pijeska i morske vode 30
4.2 Bakteriolosko optereéenje pijeska i morske vode 35

S5 RASPRAVA ettt st st sttt e b ettt sttt e ne e 43
6 ZAKLIUCAK ...ttt 51

T LITERATURA ......ooiteeeee ettt ettt ettt sttt ettt st s be e n e saeesae s bt esnentesueens 52



1 UVOD

Razvojem molekularne biologije ustanovljeno je da na Zemlji postoje tri domene zivih
bi¢a: arheje (Archaea), bakterije (Eubacteria) i eukarioti (Eucarya). Arheje su poput
bakterija jednostanicni organizmi, a karakterizira ih sposobnost prezivljavanja u ekstremnim
okolisnim uvjetima (1). Eukarioti su jednostani¢ni ili viSestani¢ni organizmi u koje se
ubrajaju protisti, gljive, biljke i zivotinje (2). Za razliku od bakterija i arheja, eukarioti su
mnogo slozeniji organizmi ¢ija se DNA molekula nalazi unutar jezgre obavijene
membranom (1).

U ovome radu naglasak je stavljen na carstvo gljiva (Fungi), zasebno carstvo eukariotskih
organizama. Carstvo gljiva velika je i1 raznolika skupina organizama, a po brojnosti
predstavlja trecu najvecu skupinu nakon biljaka i bakterija (3). Procjenjuje se da je bogatstvo
gljivicnih vrsta negdje izmedu 1,5 i 7,1 milijuna, a ta brojka neprestano raste kako se
identificiraju nove gljivicne vrste diljem svijeta (2). Tijekom evolucije stekle su sposobnost
prilagodbe na razliCite Zivotne uvjete, stoga nastanjuju gotovo sva kopnena i vodena staniSta
pretvaraju uginule biljke u hranjive tvari koje drugi organizmi iskoriStavaju u prehrani (2).
Obzirom na veliku bioraznolikost koriste se u industriji, poljoprivredi, medicini,
prehrambenoj industriji, bioremedijaciji te kao bio-gnojiva i bio-pesticidi. Zbog morfoloskih
karakteristika, gljive se razlikuju u veli€ini, strukturi 1 metabolickoj aktivnosti, tvoreci
razlicite tipove kolonija (2). Na razli¢ite nacine naruSavaju ljudsko zdravlje, dovodeci do
infekcija, alergijskih reakcija, iritacija 1 toksi¢nih reakcija (4). Odredene vrste gljiva su
sposobne izazvati povrSinske, kozne, potkozne ili sustavne bolesti u ljudi, stoga sve veci broj
studija ukazuje na vaznost identificiranja onih vrsta koje predstavljaju opasnost za ljudsko
zdravlje (2,4). Tako se primjerice brojne vrste kandide, koje se Cesto nalaze u pijesku,
smatraju oportunistickim patogenima. To su poznati fekalni zagadivaci koji imaju tendenciju
uzrokovati infekcije sluznice pojedinaca osjetljivih na infekciju uslijed nekog medicinskog
stanja, poput dijabetesa ili supresije imuniteta. Takoder se 1 dojencad 1 mala djeca, Ciji je
imunoloski sustav joS§ uvijek nedovoljno razvijen, ubrajaju u jos$ jednu rizi¢nu skupinu (5).

Obzirom na dobru prilagodenost mikroorganizama na razli¢ite okoli$ne uvjete, nastanjuju
gotovo sve pjeScane plaze 1 mora (5). Za vecinu mikroorganizama, ukljucujuéi bakterije,
viruse, kvasce 1 plijesni, pjeScani mediji predstavljaju vrlo pogodan habitat za rast i razvo;j.
Osim mikroorganizama koji stalno obitavaju u pijesku i moru na plazama, u njih dospijevaju

1 mikroorganizmi iz brojnih drugih izvora: oborina, otpadnih voda, atmosferskih kretanja,



probavnog sustava ljudi i zivotinja i dr. (5,6). lako je vec¢ina tih mikroorganizama bezopasna,
neki od njih pokazuju patogena svojstva i uzrokuju infekcije kod ljudi. Stoga njihova
prisutnost na pjeS¢anim plazama predstavlja stalni javnozdravstveni problem (6), uzimajuci
u obzir da su upravo ta mjesta omiljena za rekreacijske aktivnosti poput, suncanja, kupanja,
plivanja, ronjenja 1 zabave domaceg stanovnistva i turista (7). More, a takoder 1 pijesak, su
s vremena na vrijeme pod utjecajem razlicitih izvora onecis¢enja i Stetnih dogadaja poput
izlijevanja nafte ili plina, koji mogu dodatno doprinijeti razvoju gljiva. Naj¢es¢i oblici bolesti
povezani s pijeskom i morem ukljucuju smetnje diSnog trakta, keratitis te kozne i potkozne
infekcije (2). Stoga je mikrobioloska Cistoca pijeska i morske vode bitan Cinitelj odrzavanja
zdravlja korisnika plaza, posebice stanovnika primorskih gradova koji te plaze koriste
tijekom cijele sezone kupanja. U svrhu bolje procjene rizika od gljivi¢nih infekcija, osim

brojnosti gljiva u pijesku i moru vazno je identificirati i gljivi¢ne vrste.

1.1  Mikrobna flora pjescanih plaza i mora

Istrazivanja mikrobne flore pijeska na plazi i morske vode provedena Sirom svijeta
ukazala su na prisutnost razli¢itih vrsta mikroba, ukljucujuéi bakterije, viruse i gljive
(5,6,7,8). Rezultati provedenih istrazivanja takoder ukazuju da gljivicna flora ima manji
negativan utjecaj na ljudsko zdravlje u odnosu na bakterijsku floru, obzirom da je gljivicna
flora jo$ uvijek nedovoljna istraZena i po brojnosti puno manja u odnosu na bakterijsku (5,7).
U proSlosti je pozornost bila uglavnom usmjerena na otkrivanju bakterija i virusa od
zdravstvene vaznosti, osobito onih koji uzrokuju gastrointestinalne bolesti. Odnedavno su
gljive u pijesku i moru na plazama postale predmetom veceg zanimanja, posebice nakon §to
su otkrivene vrste koje uzrokuju upalu srednjeg uha (otitis media), alergijske reakcije 1
dermatomikoze (5). Procjena utjecaja gljiva na ljudsko zdravlje jo$ je kompleksnija zbog
klimatskih promjena koje se javljaju uslijed globalnog zatopljenja. Naime, promjena
temperature u okoliSu moZe prouzroCiti promjene u strukturi mikrobne zajednice te
rezultirati ve¢om globalnom distribucijom mikrobnih vrsta iz jednog zemljopisnog podrucja
na drugo (6). Zivotni uvjeti u mnogim ni$ama u prirodi se esto mijenjaju, $to dovodi do
neprestane izmjene vrsta i brojnosti organizama. Kombinacijom tih promjena neprestano se
mijenja ukupno mikrobno opterecenje pijeska i morske vode na plazi (8). Iako gljive imaju
sposobnost prezivljavanja pri razli¢itim uvjetima okolisa (svjetlost, UV zralenje,
temperatura 1 salinitet), neki od parametara s viemenom mogu postati Stetni za njihov rast 1

razmnoZzavanje. Najznacajniji parametri su temperatura vode i zraka te salinitet vode s

......



Kao osnovni mikrobioloski pokazatelji kakvoce morske vode i pijeska, u cijelom se
svijetu koriste dva osnovna pokazatelja fekalnog onecis¢enja (eng. Feacal Indicator Bacteria,
FIB), Escherichia coli i crijevni enterokoki. Osim navedenih bakterijskih indikatora,
onecis¢enje se dokazuju 1 uz pomo¢ dodatnih pokazatelja, patogena ili oportunistickih
patogena: Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginos,
Salmonella spp. (8). U novije vrijeme u procjenu rizika za zdravlje ljudi, sve c¢esce se analizu
ukljucuju i gljive. Za potrebe ovoga rada ispitana je prisutnost i/ili brojnost svih navedenih
mikroorganizama te broj aerobnih mezofilnih bakterija na 37° C 1 22° C, pokazatelji koji
ukazuju na opée mikrobioloSko optere¢enje nekog sustava. Otkrivanje navedenih
mikroorganizama u pijesku na plazi i moru pruza informacije o potencijalnom zdravstvenom

riziku od obolijevanja (8).

1.1.1 Kvasci i plijesni

Do danas je opisano vise od 100.000 vrsta gljiva, a oko 500 vrsta su dokazani kao
uzrocnici bolesti u ljudi 1 Zivotinja (2). Gljive se medusobno razlikuju po obliku, veli¢ini 1
gradi stanica. Mogu se pojaviti u nekoliko oblika, a najces¢i oblici su kvasci i plijesni.
Takoder, neke se gljive mogu pojaviti u oba oblika, a takve gljive nazivamo dimorfnima (3).
Kvasci su jednostani¢ne gljive koje se razmnozavaju pupanjem. Osnovna stanica kvasca
naziva se blastokonidija, a promjer joj varira od 2 do 15 pum. Blastokonidije se mogu
pojavljivati u izduZzenom, ovalnom ili okruglom obliku, a identifikacija se temelji na
fiziolo§kim 1 morfoloskim osobinama. S obzirom da gljive pripadaju domeni eukariota u
citoplazmi blastokonidije nalazi se jezgra, mikrotubuli, mitohondriji, endoplazmatski
retikul, Golgijev aparat, pricuvna zrnca i vakuole. Plijesni su viSestani¢ne gljive sastavljene
od brojnih cjevastih stanica — hifa koje ¢ine micelij. Kod plijesni razlikujemo vegetativni
micelij, koji apsorbira hranjive tvari iz okolisa 1 prehranjuje plijesan te reproduktivni micelij
koji nosi strukture za razmnoZavanje plijesni. Medusobno se razlikuju po izgledu hifa te po
broju i gradi popre¢nih pregrada koje mogu biti potpune ili imati jednu ili viSe pora. U
citoplazmi hife, kao 1 kod stanice kvasca nalazi se jezgra, mikrotubuli, mitohondriji,
endoplazmatski retikul, Golgijev aparat, priCuvna zrnca i vakuole (2,3).

Vecina gljiviénih vrsta za optimalni rast zahtjeva kiseli pH 1 relativno visoku vlaznost od
40 do 50%, stoga su ¢es¢i uzrocnici bolesti u tropskom podrucju (2,5). Prema potencijalnoj
patogenezi kod ljudi, gljive se mogu podijeliti u tri glavne skupine: primarni patogeni koji
se mogu razviti invazijom na tkiva zdravog domacina, oportunisti¢ki patogeni koji su obicno

saprofiti i uzrokuju infekciju kod imunokompromitiranih osoba i dermatofiti koji napadaju

3



domacina i infiltriraju se u keratinska tkiva (5). Gljive se razmnozavaju spolnim i nespolnim
putem, a na ucestalost razmnozavanja utjece koli¢ina dostupne svjetlosti (2). Svjetlost igra
vaznu ulogu i u disperziji konidija, obzirom da se one oslobadaju na svjetlosti. Nespolnim
razmnozavanjem nastaju stanice genetski identi¢ne roditeljskoj stanici. Kvasci se nespolno
razmnozavaju pupanjem i diobom, a plijesni talicnom ili blasticnom konidiogenezom.
Spolno razmnozavanje se sastoji od plazmogamije, kariogamije i mejoze, a rezultat je
nastanak spora, odnosno stanica s haploidnim brojem kromosoma. Plazmogamiju
karakterizira spajanje citoplazme stanica u dikariotsku stanicu (n + n). Kariogamiju
karakterizira nastanak diploidne zigote, dok posljednju fazu — mejozu karakterizira nastanak
spora. U rastu i razmnozavanju gljive se koriste takozvanim primarnim metabolizmom, a
posjeduju i takozvani sekundarni metabolizam. Tijekom primarnoga metabolizma gljive
oslobadaju velik broj izvanstani¢nih enzima §to je pod kontrolom gena i okoliSnih
¢imbenika. Oslobodeni enzimi dalje sluZe gljivicnoj stanici za razgradnju makromolekula
koje nadalje koriste kao izvor hranjivih tvari. Kao produkti sekundarnog metabolizma
nastaju sekundarni metaboliti koji nisu vazni za rast i razvoj gljivi¢nih stanica, ve¢ se njihova
vaznost ocituje u stvaranju i izlu€ivanju antibiotika i mikotoksina (2,3). Kvasci i plijesni
uglavnom naseljavaju Covjekov organizam u slucaju oslabljenja njegova imunoloskog
sustava 1 u Covjeka mogu uzrokovati Sirok spektar bolesti kao §to su mikoze (infekcije),
alergijske reakcije, mikotoksikoze (otrovanje toksinima plijesni) i micetizam (otrovanje
toksinima nejestivih makroskpskih gljiva) (5). Glavni preduvjet za moguénost izazivanja
bolesti je sposobnost njihova rasta i razmnoZavanja na tjelesnoj temperaturi ¢ovjeka, na 37°
C, zatim sposobnost adheracije na razli€ite stanice u domacinu te posjedovanje razli¢itih
¢imbenika virulencije. Posjedovanje kapsule, promjena oblika gljiva, fenotipske promjene
kao 1 promjena antigenske strukture omogucava prezivljavanje kvasaca 1 plijesni unato¢
obrambenom mehanizmu domacina (2,3). Alergijske reakcije su uglavnom posljedica
preosjetljivosti imunoloskog sustava 1 pretjerane reakcije domacina na stanicnu stijenku
gljiva, ukljucujuéi hitin, glukan, manan, manoprotein i galaktomanan te gljivicne metabolite,

kao Sto su enzimi i toksini (2).



Slika 1. Porast kvasca na ¢vrstoj hranjivoj podlozi (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju
i biologiju okoliSa NZZJZ PGZ)

Slika 2. Porast plijesni na ¢vrstoj hranjivoj podlozi (izvor: Odsjek za sanitarnu
mikrobiologiju i biologiju okoliSa NZZJZ PGZ)

1.1.1.1 Prioritetne skupine gljivicnih patogena
Svjetska zdravstvena agencija (WHO) je 2022. godine objavila popis prioritetnih skupina
gljiviénih patogena koji predstavljaju prijetnju globalnom zdravlju. Za cilj je imala sustavno
odrediti prioritetne skupine gljivicnih patogena kako bi se dobio Sto bolji odgovor na
gljiviéne infekcije 1 antifungalnu otpornost (9). Popis sacinjava 19 gljivicnih patogena,
prema mogucnosti izazivanja invazivnih akutnih i subakutnih gljivi¢nih infekcija te prema
potencijalnim terapijskim preprekama. Popis gljivi¢nih patogena svrstan je u tri prioritetne
skupine (kriti¢na, visoka 1 srednja) prikazane na Slici 3. Jedan od predstavnika kriticne

prioritetne skupine je Cryptoccocus neoformans Kkoji uzrokuje kriptokokozu. To je



oportunisticka infekcija koja primarno zahva¢a imunokompromitirane pacijente, poglavito
HIV pozitivhu populaciju. Kriptokokoza uzrokuje visoku smrtnost izmedu 41 i 61 %,
obzirom da je rasprostranjena diljem svijeta. Lokalizirana kriptokokoza tretira se
flukonazolom. Candida auris smjestila se visoko na popisu gljivicnih patogena zbog svojih
brojnih mehanizama rezistencije i tendencije da uzrokuje bolni¢ke epidemije po svijetu.
Najces¢i je uzrocnik kandidijaze Cija se smrtnost krece u rasponu od 29 do 53 %. C. auris
razvila je antimikotsku rezinstenciju na flukonazol. Uz C. albicans i druge vrste kandide
zabiljezene su na pjesCanim plazama diljem svijeta, gdje su razvile toleranciju na veci
salinitet 1 postale otpornije na vec¢i broj nekad ucinkovitih lijekova. Najc¢es¢i uzrocnici
invazivnih gljivi¢nih infekcija su Aspergillus fumigatus i C. albicans koja moze biti prisutna
i u obliku plijesni i kvasca. Povecana rezistentnost 4. fumigatus na terapiju azolima, dovela
je do smrtnosti u rasponu od 47 do 88 %. Invazivna kandidijaza uzrokovana s C. albicans
ima smrtnost od 20 do 50 %, unato¢ djelotvornoj antifungalnoj terapiji. Najvazniji ¢imbenici
klasifikacije su: antifungalna rezistencija, smrtnost, dostupnost lijecenja utemeljenog na

dokazima, pristup dijagnostickim pretragama, incidencija te razvoj komplikacija (9,10).
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Slika 3. Prikaz gljivicnih patogena svrstanih u tri prioritetne skupine (kriti¢na, visoka i
srednja)



1.1.2 Bakterijske vrste

1.1.2.1  Escherichia coli
Escherichia coli pripada porodici Enterobacteriae. To je gram-negativna, fakultativno
anaerobna Stapicasta bakterija s velikom sposobnoscu prilagodbe na prisutnost ili odsutnost
kisika (11). E. coli su mezofilne bakterije s obzirom da je optimalna temperatura rasta 37° C
(2). Obitava u donjem dijelu probavnog sustava sisavaca gdje sudjeluje u probavi hrane, a
mnoge vrste zive 1 u okolisu (u tlu, vodi i na bilju) (11). U covjekovu probavnom sustavu
¢ine 1-2% ukupne normalne crijevne flore. E. coli je raznolika skupina bakterija koja
obuhvaca Sest razli¢itih podvrsta enterotoksicna E. coli (ETEC), enteropatogena E. coli
(EPEC), enteroagregativna E. coli (EAEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC),
enterohemoragi¢na E. coli (EHEC/STEC) i uropatogena E. coli (UPEC). Prisutnost E. coli
u vodi za kupanje ukazuje na izvor svjeze fekalne kontaminacije, kao §to je otpadna voda iz
sustava javne odvodnje, obzirom na kratko prezivljavaju E. coli u vodi tijekom pojave

onecisc¢enja (12).

1.1.2.2  Crijevni enterokoki
Crijevni enterokoki su gram-pozitivni izduzeni koki okruglog oblika. Pripadaju rodu
bakterija Enterococcus (3). Ranije su bili klasificirani u rod streptokoka, a razvoj
molekularnih metoda doveo je do Kklasifikacije enterokoka kao zasebnog roda. Od
streptokoka se razlikuju po hidrolizi Zuc-eskulina, rastu u 6,5%-tnom NaCl-u i1 na
temperaturi od 42° C (2). Danas postoji najmanje 37 vrsta enterokoka razvrstanih u 6
skupina, medu kojima su najznacajniji E. faecalis i E. faecium, obzirom da se u vecoj mjeri
izlu€uju izmetom ljudi i Zivotinja (3). Crijevni enterokoki ¢ine normalnu floru probavnoga
sustava covjeka 1 zivotinja. Njihova prisutnost u pitkoj vodi ukazuje, za razliku od E. coli,
na stariju fekalnu kontaminaciju obzirom da te bakterije imaju duze prezivljavaju u morskoj
vodi u usporedbi s E. coli (2,12). Enterokoki se koriste kao dopunski pokazatelji fekalne

kontaminacije sustavima gdje E. coli nije otkrivena ili je otkrivena vrlo rijetko (12).

1.1.2.3  Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus jedan je od Cetiri najvaznije vrste stafilokoka. Danas je poznato vise
od 40 vrsta stafilokoka, a samo njih desetak su dokazani uzroc¢nici infekcija u ljudi.
Stafilokoki su gram-pozitivni koki koji se formiraju u grozdove, pojedina¢no, u paru ili u

kratke lance. Svi stafilokoki su fakultativni anaerobi, iako najbolje rastu aerobno (2). Jedan



je od najcesc¢ih 1 najuobicajenijih patogena koji izazivaju bolesti u ljudi. Kod 30% ljudi je
normalni stanovnik nosnog vestibula, vlaznih dijelova koze i probavnog sustava (3). S.
aureus se od ostalih vrsta razlikuje po tome §to je koagulaza pozitivan (13). Osjetljiv je na
poviSenu temperaturu i na dezinficijense. Medutim, vrlo dobro mogu rasti u sredinama s
visokom koncentracijom NaCl i Se¢era. Uzrokuje razlicite infekcije kao $to su infekcije koze

i tkiva, bakterijemiju te pneumoniju (2).

1.1.2.4 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa su aerobne bakterije s oksidativnim metabolizmom. Takoder, to
su nesporogeni gram-negativni Stapi¢i koji su pokretni zbog posjedovanja monotrihe flagele.
Poznat je i kao oportunisticki patogen kojeg pronalazimo u razli¢itim sredinama kao $to su
voda, tlo i materijali nastalim organskim raspadom. Vrlo je otporan na nepovoljne uvjete
okolisa i na antimikrobne lijekove (3). Katkad su i sastavni dio normalne flore zdravih
pojedinaca. U mikroskopskom preparatu pojavljuju se pojedinacno, u parovima, lancima ili
su slozeni jedan pokraj drugog. To su mezofilne bakterije s optimalnom temperaturom za
rast od 37° C. P. aeruginosa moze izazvati oboljenja kod ljudi s oslabljenim imunoloskim
sustavom, i to bakterijske infekcije, sepse, infekcije uha, oka, infekcije diSnog sustava,

infekcije koze 1 dr. (2).

1.1.2.5 Clostridium perfringens
Clostridium perfringens je gram-pozitivni anaerobni Stapi¢ koji stvara spore (13). Spore
mogu biti smjeStene centralno, supterminalno, terminalno te mogu biti unutar Stapica ili vece
od njegove Sirine te deformiraju Stapi¢ (2). C. perfringens pripadaju rodu Clostridium koji
zive u slobodnoj prirodi 1 kao normalna flora u gastrointestinalnom sustavu ljudi 1 Zivotinja
(13). Tijekom rasta i razmnoZavanja C. perfringens stvaraju najmanje 12 enzima i toksina,
koji su ¢imbenici virulencije 1 sudjeluju u patogenezi infekcija. Egzotoksinima uzrokuje
plinsku gangrenu nakon traume, dok enterotoksinima koji djeluju kao superantigeni u crijevu
dovode do otrovanja hranom. Toksini tipa A 1 tipa C uzrokuju bolesti kod ljudi. Termolabilni
toksin tip A odgovoran je za trovanje hranom, dok je tip C povezan s endemskim nekroti¢nim

enteritisom (14,2,3).

1.1.2.6  Salmonella spp.
Salmonela je vrsta primarno patogenih bakterija iz obitelji Enterobacteriaceae (2). To su

gram-negativni, fakultativno anaerobni, asporogeni Stapi¢i. Nemaju vidljive kapsule, a



vecina salmonela posjeduje peritrihijalne flagele na tijelu, zbog cega su pokretne (3).
Salmonele su kemotrofi, §to znaci da dobivaju energiju iz reakcija oksidacije 1 redukcije
koriste¢i organske izvore. Obitavaju u tlu i vodi te su dio normalne crijevne flore stoke,
peradi i insekata (2). Postoje samo dvije vrste salmonele — Salmonella enterica i Salmonella
bongori s 2500 serotipova (3). Serotipovi salmonele mogu se podijeliti u dvije glavne
skupine — tifusne i netifusne. Salmonele su otporne na vanjske uvjete i dugo prezivljavaju
izvan domacina. Za razliku od ostalih enterobakterija, otpornije su na zuc¢ne soli u

probavnom sustavu domacina (2).

1.1.2.7 Broj aerobnih mezofilnih bakterija na 37° Ci22°C

Broj aerobnih mezofilnih bakterija na 37° C 1 22° C (UBB/22 i UBB/37) poznatih i pod
nazivom ,,ukupan broj bakterija — UBB*, ,,broj izraslih kolonija* te ,,ukupne heterotrofne
bakterije” obuhvacaju raznoliku skupinu mikroorganizama prisutnih u moru. One cine
najveci udio zZivoga svijeta u moru, a zahvaljujuéi svojim biokemijskim aktivnostima imaju
znacajnu ulogu u morskom ekosustavu (15). Na njihovu brojnost i aktivnost u morskom
okoliSu utjece svaka promjena u koli¢ini otopljene organske tvari u moru, kao i sposobnosti
koriStenja i razgradivanja organskih tvari (12). Najbolje rastu uz prisutnost zraka (aerobno)
na umjerenoj temperaturi s rasponom od 20 do 45° C. Temperatura od 22 °C predstavlja
temperaturu okoliSa te je pogodnija za rast heterotrofnih bakterija iz morske vode, dok
temperaturu od 37 °C predstavlja covjekovu tjelesnu temperaturu i koristi se za detekciju
patogenih bakterija standardiziranim metodama u vodi. Povec¢an ukupan broj aerobnih
mezofilnih mikroorganizama ne predstavlja javnozdravstveni problem, ve¢ je indikator
narusene mikrobioloSke kvalitete mora i upucuje na potrebu redovitog monitoringa kakvoce

mora (12,15).

1.2 Utjecaj okolisnih Cimbenika

Istrazivanja ,,Mycosands®“ (5,16) provedena duz europskih obala ukazuju da na
distribuciju kvasaca i plijesni u pijesku i moru utjece niz okoli$nih ¢imbenika: klimatoloski
uvjeti (temperatura, oborine 1 suncevo zracenje), karakteristike tla (kemijska i fizikalna
svojstva) 1 vode (temperatura, salinitet i koncentracija klorofila-a). Takoder, morfoloske,
fizioloske 1 biokemijske razlike izmedu plijesni i kvasaca ukazuju na njihovu razlicitu
distribuciju u okoliSu (2). Osim navedenih, i mnogi drugi ¢imbenici kao $to su vlaznost, teski

metali, hranjive tvari i1 bioticki ¢imbenici kao $to su kompeticija i predacija utjeCu na



mikrobnu zajednicu u pijesku na plazi (7). Temperatura zraka 1 vode jedna je od glavnih
varijabli distribucije gljiva. Rezultati istrazivanja su pokazali da kvasci bolje podnose niske
temperature tijekom zime nego plijesni, a razlog se krije u razlikama u morfologiji i nacinu
rasta 1 razmnozavanja (4). Stoga su kvasci zastupljeniji duz hladnijih obala, a plijesni uz
tople obale. Rasprostranjenost gljiva na plazama povezana je i s kemijskim karakteristikama
kao $to su pH, koncentracija CaCOs3, dusika i fosfora (16). Gljive za optimalni rast preferiraju
kiseli pH, a Jadransko more je zbog svog poluzatvorenog oblika izlozeno trendu
zakiseljavanja. Sjeverni dio Jadrana je posebno okarakteriziran kiselim pH zbog utjecaja
brojnih industrijskih podru¢ja, unosa hranjivih tvari i ugljika s kopna (2,14). Na
rasprostranjenost kvasaca i plijesni utjece i koncentracija teskih metala u tlu. Kvasci imaju
afinitet prema tlu bogatom kadmijem, dok plijesni prema tlu bogatom niklom, a tla s visokom
koncentracijom duSika nisu prikladna za rast gljiva, nasuprot tome, optimalna su za rast
biljaka (16,14). Takoder, tla bogata CaCOs predstavljaju prikladna staniSta za plijesan s
obzirom da su potrebna za rast hifa (2). Uz kalcij, prisutnost optimalnih koncentracija dusika
i fosfora u tlu su takoder ¢imbenici bitni za rast gljiva (16).

Prema podacima projekta Mycosands, pH je presudni ¢imbenik koji utjece na gljiviénu
zajednicu u morskoj vodi (8). Mjerenja su pokazala da Jadransko more ima najvece
vrijednosti pH tijekom ljeta i rane jeseni, a najnize vrijednosti tijekom zimskih mjeseci (14).
U mjesecima s najviSim pH (>8,11) brojnost gljiva je bila manja, a razlog tome mogao bi

biti negativan ucinak alkalnog pH na stvaranje pigmenta kod pojedinih rodova gljiva (8).

1.3 Razvojistrazivanja

S obzirom da je mikrobna flora gljiva u odnosu na bakterijsku vrlo slabo istrazena, osmisljen
je 1 pokrenut europski projekt Mycosands. Cilj ovog projekta bio je istraziti raznolikost 1
brojnost gljiva u pijesku plaza i voda, morskih i slatkovodnih, u razli¢itim okoliSnim
uvjetima, kako bi se procijenio moguci rizik za zdravlje ljudi (8). Za potrebe projekta
formiran je tim razli¢itih strué¢njaka, medicinskih mikologa 1 stru¢njaka za kvalitetu vode,
koji su dobrovoljno sudjelovali u istrazivanju mikrobiote pijeska 1 vode, od Atlantika do
obala isto¢nog Sredozemlja, ukljucujudi talijanska jezera, Jadransko, Balticko i Crno more
te Sydney. U projektu je sudjelovalo 13 zemalja bez financijske potpore (5,17). Formirani
tim istrazivao je nekoliko gljiviénih parametara, sve gljive, nekoliko vrsta iz roda Aspergillus
1 Candida, druge kvasce, gljive koje uzrokuju alergijske reakcije, dematske gljivice
(dematiaceous) i dermatofe. U obzir su uzete slijedece varijable za koje se pretpostavljalo da

¢e utjecati na rezultate: morska ili kopnena lokacija, urbano ili neurbano podrucje, razdoblje
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u godini, zemljopisna blizina i klimatske karakteristike (regije ili zemlje grupirane prema
zemljopisnoj blizini 1 klimatoloskim karakteristikama: Crno more, Mediteran,
sjeverozapadna Europa, jugozapadna Europa i Australija) i vrsta sedimenta (mijeSani ili
¢isti) (5,8). Rodovi koji su najcesce pronadeni u pijesku i u vodi su Aspergillus nidulans,
Aspergillus calidoustus, Aspergillus niger, Schizophyllum commune, Aspergillus flavus
oryzae group, Trichoderma reesei, Beauveria bassiana, Aspergillus nige, Mucor
circinelloides te Aspergillus terreus. Rezultati istrazivanja ukazuju da se plaze trebaju
redovito kontrolirati na gljive radi sigurnijeg koristenja i boljeg upravljanja.

1.4 Kriteriji ocjenjivanja

Kriteriji za ocjenjivanje kakvocée pijeska na plazama jo§ uvijek nisu definirani EU
Direktivom o vodi za kupanje (engl. European Union Bathing Water Directive, EU BWD,
2006/7/EZ) (18), koja je trenutno u reviziji. U Smjernicama o kvaliteti rekreacijskih voda:
Volumen 1. obalne i slatke vode (19), izdanim od strane Svjetske zdravstvene organizacije
(engl. World Health Organization, WHO) preporucen je kriterij za crijevne enterokoke <60
CFU/g. U Portugalu je u 2022. godini kao kriterij dobivanja Plave zastave dodana kvaliteta
pijeska, temeljena na broju enterokoka (<10 CFU/g ) 1 E. coli (<25 CFU/g), temeljeno na
rezultatima istrazivanja Sabino et al. provedenog 2011. godine (20). Takoder je kao kriterij
ocjenjivanja pijeska ukljucen 1 ukupan broj gljiva od 89 CFU/g, §to je izravno proizaslo iz
prvog projekta inicijative Mycosands, koji je trajao od 2018. do 2020., a istrazivano je
opterecenje gljivama u pijesku i vodi (5).

Kakvoca mora za kupanje ocjenjuje se prema kriterijima definiranih u Uredbi o kakvoéi
mora za kupanje (73/2008), koja je temeljena na EU BWD (2006/7/EZ). U Tablici 1

navedeni su kriteriji ocjenjivanja pojedinacnih uzoraka, prema Uredbi (73/2008).

Tablica 1. Standardi za ocjenu kakvo¢e mora nakon svakog ispitivanja (NN 73/08)

Kakvoéa mora . Me.toda.
Pokazatelj ispitivanja
crijevni enterokoki i i HRN EN ISO 7899-1 ili
(bik*/100 mL) <60 61-100 101-200 HRN EN ISO 7899-2
Escherichia coli HRN EN ISO 9308-1 ili
(bik*/100 mL) <1001 101-200 201-300 HRN EN ISO 9308-3

* bik — broj izraslih kolonija
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2 CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj ovog rada bio je istraziti brojnost i vrste kvasaca i plijesni te bakteriolosko
optere¢enje u pijesku i morskoj vodi na pjes¢anoj plazi Primorsko-goranske zupanije.
Takoder, istraZzen je utjecaj okoliSnih ¢imbenika na prisutnost i raznolikost gljiva u dvije

ekoloske niSe (pijesak na plazi i morska voda).
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3 MATERIALI I METODE
3.1 Materijali

3.1.1 Lokacija

Za ispitivanje prisutnosti gljiva i bakterija u pijesku i moru na plazi u Primorsko—
goranskoj zupaniji, izabrana je rekreacijska pjescana plaza u Kvarnerskome zaljevu, u gradu
Crikvenici. Grad Crikvenica je vrlo naseljeno mjesto u Republici Hrvatskoj koja se ubraja u
zemlje Sredozemlja. Zahvaljujuéi smjestaju u umjerenom klimatskom pojasu Primorsko-
goranska zupanija se odlikuje blagim zimama sa velikim koli¢inama padalina i rijetkom
pojavom snijega te suhim i toplim ljetima. Kriteriji odabira mjesta ispitivanja bio je da je
plaza pjeS€ana (Cisti pijesak), obzirom na povecan rizik od izloZenosti gljivama kod tog tipa
plaza. Povoljni poloZaj joj omogucava dostupnost sunceve svjetlosti tijekom cijele godine,
a zahvaljujuci obroncima planine Kapele 1 otoku Krku plaza je zasSti¢ena od naleta jakih
vjetrova. U neposrednoj blizini plaze nalazi se Setnjica okruzena bujnom vegetacijom i
brojnim gradevinama i lokalima (21). Uzorci mora i pijeska uzimali su se u zimskom

razdoblju, od studenog 2022. do sijecnja 2023. godine.

Slika 4. Pjes¢ana plaza u gradu Crikvenici
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3.1.2

3.1.3

Koristeni laboratorijski pribor i uredaji

Sterilne prozirne boce

Sterilne plasti¢ne vrecice
Teleskopski Stap za uzorkovanje mora
Termostat temperature 37° C
Termostat temperature 42° C
Termostat temperature 44° C
Analiticka vaga

Filter papiri

Aparatura za membransku filtraciju
Cagkalica za stavljanje kulture
Plocica sa 96 kruzica

MALDI - TOF MS

Kemikalije i hranjive podloge

Fizioloska otopina
TWIN 80

Chrom agar

CN agar (engl. Centrimide Nalidixic Agar)

PPV agar (engl. Buffered Peptone Water)

SBA agar (engl. Slanetz-Bartley agar)

CCA agar (engl. Chromogenic Coliform Agar)

Marine agar

SDA agar (engl. Sabouraud Dextrose Agar)

Fungisel agar (FS agar)

TSC agar (engl. Tryptose Sulfite Cycloserine)

Slika 5. Sterilne prozirne boce
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e Otopina vode i alkohola

e Mravlja kiselina

e Acetonitril

e | pL supernatanta suspenzije gljive i alkohola

e 1 uL HCCA matriksa

Slika 6. SBA agar (Sabouraud Dextrose Agar)

3.1.4 Uzorkovanje

Za potrebe ovog zavrSnog rada uzeto je ukupno pet uzoraka u zimskom razdoblju od
studenog 2022. do sije¢nja 2023. godine. Uzorci su se prikupljali u razmaku od 14 dana
izmedu 8 1 11 sati ujutro te je pri svakom uzorkovanju mjerena temperatura zraka 1 mora.
Odabrana pjescana plaZa podijeljena je u 3 jednaka dijela, a uzorci pijeska uzimali su se na
4 tocke duz grani¢nog transekta. Uzorke pijeska smo prikupljali na dubini izmedu 51 10 cm
pomocu sterilne plasti¢ne vrecice, izmedu 100 1 200 g kako je opisano u Sabino et al. (2011).
Poduzorci su dobro homogenizirani pomoc¢u ruke, kako bi osigurali reprezentativnost
uzorka, odnosno da ¢e ispitni uzorak predstavljati prosjek 4 tocke prikupljanja. Uzorke vode
smo prikupljali na dubini od 20 cm u sterilne boce za uzorkovanje od 500 mL i 1 L. Boce su
se otvorile na nacin da se nisu doticali grlo boce ni unutarnji dio poklopca, kako ne bi doslo
do sekundarnog onecis¢enja. Boce su se punile oko 1 cm do vrha, zbog lakSe homogenizacije
uzorka (4,5,8). Uzorci su u transportnim hladnjacima u najkra¢em roku prevezeni u
laboratorij Odsjeka za sanitarnu mikrobiologiju i1 biologiju okoliSa, Odjel za zastitu okolisa
1 zdravstvenu ekologiju, Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije
(NZZJZ PGZ), gdje su se dalje obradili. Zbog bolje usporedbe optereéenosti sedimenta s

morskom vodom, rezultati se izraZzavaju kao CFU/100 mL (broj izraslih kolonija — BIK,
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engl. Colony Forming Units). Broj gljiva 1 bakterija u sedimentu izrazen je kao CFU/100 g
sedimenta, za sve pokazatelje osim za UBB/22 i UBB/37, za koje su rezultati za pijesak 1

morsku vodu izrazeni kao CFU/mL.

Slika 7. Uzorak pijeska prikupljen u sterilnu plasti¢nu vrecicu (izvor: Odsjek za sanitarnu
mikrobiologiju i biologiju okolida NZZJZ PGZ)

Slika 8. Prikupljanje uzoraka mora u sterilne prozirne boce (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju
1 biologiju okolisan NZZJZ PGZ)
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3.2 Metode

3.2.1 Kvascii plijesni
Cetrdeset grama prikupljenog suhog pijeska pomijesano je s 40 mL sterilne
destilirane vode muckanjem 60 puta. Ekstrakt je prireden u omjeru 1:1 i zatim nasaden na
plocu (0,2 mL) u triplikatu po mediju SDA agar i FS agar. SDA ploce su inkubirane 3 dana
na temperaturi 40° C 1 10 dana na temperaturi 37° C dok je FS ploc¢a inkubirana 20 dana na
temperaturi od 30°C. Uzorci morske vode nakon transporta za razliku od pijeska su izravno
naneseni u tri primjerka po 0,2 mL na SDA agar i FS agar i zatim su SDA ploc¢e inkubirane
3 dana na temperaturi 40° C i 10 dana na temperaturi 37° C dok je FS ploca inkubirana 20
dana na temperaturi od 30° C, kako je prethodno opisano za pijesak. Kvantitativno je
procijenjeno optere¢enje gljiva u moru 1 pijesku brojanjem poraslih kolonija koje se
izrazavaju CFU/mL. Porasle kolonije su identificirane pomoc¢u instrumenta MALDI-TOF
(4,6).
TP

40g pjeska+
40ml
st.d.H20 40m| mora

mix 60x

200ulL 200ul

SDA 1

(v
B
B)

alamele

37° C/lOd 40°C/3d 30°C/20d 37°C/10d 40°C/3d 30"(2(}:'20d
B

Slika 9. Shema ispitivanja pijeska i morske vode na kvasce i plijesni (izvor: Odsjek za sanitarnu
mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)
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Slika 10. Priprema hranjivih podloga za ispitivanje uzoraka pijeska i morske vode na prisustvo i broj
gljiva (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

3.2.2 Bakterijske vrste

3.2.2.1 Membranska filtracija

Za odredivanje mikrobioloskih pokazatelja kakvoée pijeska i mora primijenjena je
tehnika membranske filtracije, koja je vrlo jednostavna i praktina za kvantitativno
odredivanje mikroorganizama. Funkcionira po principu zadrZavanja mikroorganizama iz
uzorka na membranskom filteru, obzirom da su pore filtera (0,45 um) manje od promjera
bakterijske stanice (~ 1 um). Filter se zatim prenosi na odredenu vrstu hranjive podloge,
ovisno o mikroorganizmu koji se ispituje. Zatim slijedi inkubacija hranjive podloge (na
definiranoj temperaturi i kroz definirano vrijeme), koja rezultira porastom kolonija

karakteristiénih morfoloskih svojstava (11). Sustav membranske filtracije prikazan je na
Slici 11.

18



Slika 11. Aparatura za tehniku membranske filtracije (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i
biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

Prije samog koriStenja aparature za membransku filtraciju potrebno je dezinficirati radnu
povrSinu. Potom se aparatura poveZe na vakuum pumpu koja je prikljuena na bocu za
prihvat tekucine. Prije pokretanja aparature pomocu plamenika steriliziraju se sve reSetkaste
metalne ploce kao i svi lijevci 1 pinceta koja sluzi za postavljanje filter papira na reSetkastu
plocu. U lijevak se ulije 100 mL (1000 mL za Salmonella spp.) uzorka ispitivane vode koja
se prethodno promucka te se zeljeni sadrZaj profiltrira. Pomocu sterilne pincete prenesemo
filtere na odredenu selektivnu podlogu u Petrijevoj zdjelici, ovisno o kojem je
mikroorganizmu rije¢. Pri tome je potrebno paziti da izmedu membrane i povrSine hranjivog
agara ne zaostanu mjehuriéi zraka. Ukoliko zaostanu mjehuri¢i zraka, membranu je potrebno
odi¢i od povrsine 1 ponovo postaviti na hranjivu podlogu. Ukoliko se isti uzorci nastavljaju
filtrirati na istim ljevicama, nije potrebno sterilizirati plamenikom aparaturu, no ukoliko je
rije¢ o novim uzorcima, aparaturu je potrebno sterilizirati (11,13).

Kod ispitivanja uzoraka pijeska, postupku membranske filtracije prethodi priprema
uzoraka. Uzorke pijeska pripremamo na nacin da na analitiCkoj vagi odvazemo 35 g
sedimenta u sterilnu staklenu bocu 1 zatim dodamo 348 mL fizioloSke otopine i 2 mL TWIN
80 (odnos pijeska 1 fizioloske otopine 1:10). TWIN 80 (polietilen sorbitol ester) se dodaje
radi smanjenja adhezija bakterijskih stanica na zrnce pijeska (22). Pripremljenu suspenziju
dobro promuc¢kamo, pustimo potrebno vrijeme da se istalozi te potom profiltriramo 50 mL

po parametru. Uzorke mora nije potrebno dodatno pripremati.
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Tablica 2. Mikrobioloski parametri odredivani u uzorcima morske vode i pijeska

E. coli 100 mL 50 mL
Crijevni enterokoki 100 mL 50 mL
S. aureus 100 mL 50 mL
P. aeruginoa 100 mL 50 mL
C. perfringens 100 mL 50 mL
Salmonella spp. 1000 mL 50 mL
UBB/22 I mL 1 mL
UBB/37 1 mL 1 mL

3.2.2.1.1 Odredivanje Escherichia coli
E. coli se dokazuje tehnikom membranske filtracije prema normi temperaturno modificiranoj
metodi HRN EN ISO 9308-1:2014/A1:2017 (23). Za uzorak morske vode filtrirano je 100
mL vode, dok je za pijesak filtrirano 50 mL pripremljene suspenzije. Filter papir se sterilnom
pincetom prenosi na selektivnu podlogu CCA agar. Zatim slijedi inkubacija 24 sata na 37°

C. Pozitivnim porastom se smatra pojava tamno plavih/ljubicastih kolonija (24).

Slika 12.. Izgled E. coli na CCA agaru (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa
NZZJZ PGZ)
3.2.2.1.2 Odredivanje crijevnih enterokoka
Za odredivanje crijevnih enterokoka koristi se tehnika membranske filtracije prema normi
HRN EN ISO 7899-2:2000 (25). Za uzorak morske vode filtrirano je 100 mL vode, dok je

za pijesak filtrirano 50 mL pripremljene suspenzije. Filter papir se sterilnom pincetom
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prenosi na selektivnu podlogu SBA agar. Zatim slijedi inkubacija 48 sati na 37° C, a
pozitivnim porastom se smatra pojava karakteristi¢nih kolonija crvene, smede — ljubicaste i
ljubicaste boje. Ukoliko porastu karakteristicne kolonije, slijedi provedba potvrdnog testa na
nacin da se filter s karakteristiénim kolonijama prenese na BEA agar koji se inkubira 2 sata

na 44°C. Pojava crnog halo-a (crnog kruga) oko kolonije ukazuje na crijevne enterokoke

(13).

Slika 13. Izgled crijevnih enterokoka na BEA agaru (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i
biologiju okolisan NZZJZ PGZ)
3.2.2.1.3 Odredivanje Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus se dokazuje tehnikom membranske filtracije prema normi HRN EN
ISO 6888-2:2004 (26). Za uzorak morske vode filtrirano je 100 mL vode, dok je za pijesak
filtrirano 50 mL pripremljene suspenzije. Filter papir se sterilnom pincetom prenosi na BP
agar (Baird Parker agar) s dodatkom Egg Yolk Teluritte Emulsion (suspenzija Zumanjka s
teluritom). Zatim slijedi inkubacija 24 sata na 37° C. Pozitivnim porastom smatramo crne ili
sive kolonije, sjajne, konveksne okruzene s dvije halo zone (oko kolonije mutna a uz mutnu

bistra zona). Kao potvrdne testove radimo: test katalaze, reakciju koagulaze i bojanje po
Gramu (24).
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Slika 14. Izgled S. aureus na BP agaru (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa
NZZJZ PGZ)

3.2.2.1.4 Odredivanje Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa se dokazuje metodom membranske filtracije prema normi HRN
EN ISO 16266:2008 (27). Za uzorak morske vode filtrirano je 100 mL uzorka, dok je za
pijesak filtrirano 50 mL pripremljene suspenzije. Filter papir se sterilnom pincetom prenosi
na selektivnu podlogu CN agar i inkubira 48 sati na 37° C. Zatim slijedi o¢itavanje brojanjem
plavo-zelenih kolonija koje stvaraju pigment piocijanin (plavo-zeleni ne fluorescirajuci
pigment) (13). Membranski filter se ispituje pod UV lampom, Sto krace zbog Stetnog
djelovanja na bakterije i nemoguénosti provedbe potvrdnih testova. Sve suspektne kolonije
(koje fluoresciraju a ne produciraju piocijanin i crvenkasto-smede kolonije) presaditi sa CN
agara na Nutrient agar te inkubirati 24 sata na 37° C. Kolonije koje fluoresciraju a ne
produciraju piocijanin (nisu plave/zelene) brojati kao sumnjive na P. aeruginosa te potvrditi
njihov identitet testom produkcije amonijaka upotrebom acetamid bujona. Crvenkasto-
smede kolonije koje ne floresciraju brojati kao sumnjive na P. aeruginosa te ih potvrditi
slijede¢im testovima: oksidaza testom (pozitivna reakcija), testom produkcije amonijaka

upotrebom acetamid bujona, pojavom fluorescencije na King's B mediju.

Tablica 3 — Preporuceni postupci za potvrdu kolonija poraslih na CN agaru

22



Gy . .. | Potvrdeno kao
Opis kolonija na CN-agaru Amonijak iz | Stvaranje | Fluorescencija Pseudomonas
P acetamida oksidaze | Na King's B ,
aeruginosa

Plavo/zelena NT NT NT Da
Fluorescentna (nije plavo/zelena) NT NT Da
Crveno-smeda + + Da
Ostali tipovi NT NT NT Ne

NT: nije testirano

Slika 15. Izgled P. aeruginosa na CN agaru (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju
okolisa NZZJZ PGZ)

3.2.2.1.,5 Odredivanje Clostridium perfringens

Clostridium perfringens se dokazuje tehnikom membranske filtracije prema HRN EN ISO
14189:2016 (28). Za uzorak morske vode filtrirano je 100 mL, dok je za pijesak filtrirano 50

mL pripremljene suspenzije. Filter papir se sterilnom pincetom prenosi na selektivnu

podlogu TSC agar. Zatim slijedi inkubacija 24 sata na 44° C u anaerobnim uvjetima koje

postizemo u Gas-Pack sustavu dodavanjem reagensa za stvaranje plina. Pozitivnim porastom

se smatra pojava crnih ili sivih do Zuto-smedih kolonija. Ukoliko porastu karakteristicne

kolonije kao potvrdni test koristi se kisela fosfataza pri ¢emu dolazi do pojave ljubicastog

obojenja kolonija (13).
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Slika 16. Izgled C. perfringens na TSC agaru (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju
okolisa NZZJZ PGZ)
3.2.2.1.6  Odredivanje Salmonella spp.
Salmonella spp. se dokazuje tehnikom membranske filtracije prema HRN EN ISO
19250:2013 (29). Za identifikaciju u morskoj vodi filtriran je uzorak vode od 1000 mL, dok
je za pijesak filtriran uzorak od 50 mL. Filter papir prenosimo sterilnom pincetom u 50 mL
puferirane peptonske vode (PPV) koja predstavlja medij za obogacivanje Salmonella. Zatim
slijedi inkubacija 24 sata na 37° C. Potom filter papir prenosimo u RVS i MKTTn bujon i
inkubiramo 24 sata na 42° C te na 37° C tijekom 24 sata. Potom kulture nasadujemo na
selektivni XLD agar (Xylose Lysine Deoxycholate agar) i inkubiramo na 37° C tijekom 24
sata. Pozitivnim porastom smatramo pojavu njezno crvenih kolonija s crnim centrom.

Potvrdni test je test aglutinacije (24).

Slika 17. Izgled Salmonella spp. na XLD agaru (izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju
okolisa NZZJZ PGZ)
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3.2.2.1.7 Broj aerobnih mezofilnih bakterija
Kako bi dobili broj aerobnih mezofilnih bakterija primjenjuje se metoda ulijevanja (engl.
pour plate method), sukladno modificiranoj normi HRN EN ISO 6222:2000 (30). Metoda je
dodificirana na nacina da se umjesto YEA agara (Yeast Extract Agara) koristio Marine agar,
koji je zbog svog bogatijeg sastava solima, prikladniji za uzgoj bakterija iz morskog okolisa.
To je metoda koja pruza podatke o broju Zivih mikroorganizama u ispitivanim uzorcima.
Prije izvodenja metode, uzorke je potrebno razrijediti kako kona¢ni broj mikroorganizama
ne bi premasio 300 CFU/mL, odnosno kapacitet agar ploce. Potom se 1 mL uzorka prenese
u praznu Petrijevu plocu, koja se zatim prelijeva s 10-15 mL rastopljenog i temperiranog
Marine agara. Petrijeve ploce se preokrenu 1 inkubiraju 48 sati na 37° C te na 22 °C 72 sata.

Porast se izraCunava te se broj kolonija iskazuje kao CFU/mL (31, 32).

Slika 18. Odredivanje broja aerobnih mezofilnih bakterija na Marine agaru izraZenih kao CFU/mL
(izvor: Odsjek za sanitarnu mikrobiologiju i biologiju okolisa NZZJZ PGZ)

3.2.2.2 Identifikacija vrsta gljiva pomocu instrumenta MALDI-TOF MS
Razvoj uredaja za masenu spektrometriju s laserskom desorpcijom uz pomo¢ matrice
(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry, MALDI-
TOF MS) zamjenjuje konvencionalne tehnike identifikacije fenotipa 1 gena mikroba koje su
se donedavno koristile u mikrobioloskim laboratorijima (33). MALDI TOF-MS je vrlo

osjetljiva analiticka tehnologija koja ima Siroku primjenu u razli¢itim podru¢jima kemije,
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osobito klini¢ke, laboratorijske medicine i klinicke mikrobiologije. Predstavlja oblik masene
spektrometrije koji se temelji na mjerenju signala ovisnog o masi i naboju analiziranih
molekula, $to u konacnici omogucava identifikaciju tih molekula (34). MALDI-TOF MS je
iznimno korisna tehnologija u mikrobioloskom laboratoriju obzirom da je karakterizira brza,
precizna, jeftina i uc¢inkovita tehnika identifikacije uzgojenih bakterija i gljiva. Omogucuje
tocnu identifikaciju vecine gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, s izuzetkom
nekoliko kompleksnih sojeva koji zahtijevaju viSe paznje i1 daljnji razvoj metode.
Tehnologija je automatizirana 1 primjenjiva na Sirok raspon razli€itih vrsta
mikroorganizama, kao $to su bakterije, gljive i virusi. Identifikacija izolata kvasca pomocu
MALDI-TOF MS pouzdana je i puno brza od konvencionalnih tehnika (33).

Izolirane kolonije gljiva na SDA i FS hranjivim plocama identificirane su pomo¢u MALDI-
TOF MS. Uzorci su pripremljeni slijede¢i protokol za identifikaciju gljivica prema
proizvodacu. Spektri su dobiveni pomocu Autoflex sustava, a identifikacija je izvrSena
pomoéu MBT-a softvera, s najnovijom nadogradnjom Brukerove biblioteke gljiva.

Paralelno, spektri su takoder analizirani koristenjem MSI biblioteke kojoj se pristupa online

(6).
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Slika 19. Postupak identifikacije pomo¢u MALDI-TOF MS
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Slika 20. MALDI TOF-MS

3.2.3 Fizikalno-kemijski pokazatelji

3.2.3.1 Temperatura zraka i vode
Za potrebe odredivanja temperature morske vode koriSten je alkoholni termometar, s
podjelom skale od 0,1. Podaci o temperaturi zraka preuzeti su sa stranice Drzavni

hidrometeoroloski zavod (DHMZ).

3.3 Statisticka obrada podataka
Za potrebe ovoga rada koristili smo se deskriptivnom statistikom, relativnom frekvencijom,
aritmetiCkom sredinom (AS) 1 medijanom kao mjerama srediSnje vrijednosti, standardnom
devijacijom (SD), interkvartilnim rasponom (IKR), whisker = non-outlier range (hrv. brkovi
— najveca i najmanja vrijednost koje nisu ,,strSece vrijednosti“, engl. Outlieri) te rasponom
podataka (min-maks) kao mjerama rasprSenosti podataka kako bi prikazali rezultate.
Normalnost raspodjele podataka testirana je pomocu Kolmogorov-Smirinovljevog testa.
Obzirom da distribucija podataka nije pratila Gaussovu krivulju, koriSteni su neparametrijski
testovi (Spearmanov koeficijent korelacije, Mann-Whitney U test) pomocu programa

Statistica 14.0.1.25. (Stat.Sof.Inc., Tulsa, SAD), uz razinu znac¢ajnosti od P < 0,05.
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3.3.1 Spearmanov koeficijent korelacije
Spearmanov koeficijent korelacije poznat 1 pod nazivom korelacija ranga oznacava se
slovima rho ili rs. Uz Pearsonov koeficijent korelacije primjenjuje se za broj¢ano iskazivanje
vrijednosti korelacije, odnosno povezanosti dviju varijabli. Primjenjiv je kada uvjeti ne
zadovoljavaju kriterije za izraCun pomocu Pearsonovog koeficijenta korelacije. Odnosno,
kada podaci nemaju normalnu distribuciju te kada podaci obje ili jedne od varijabli slijede
ordinalnu ljestvicu. Suprotno Pearsonovom koeficijentu, Spearmanov je primjenjiv na
manjim uzorcima (N<35) i ne zahtjeva linearnu povezanost podataka. Za interpretaciju
rezultata potrebno je navesti koeficijent korelacije (r) i znacajnost koeficijenta korelacije (P).
Koeficijent korelacije se navodi brojem s 2 decimalna mjesta, a znacajnost koeficijenta
korelacije s tri decimalna mjesta. Ukoliko je dobiveni koeficijent korelacije znafajan
obzirom na postavljenu granicu znacajnosti P<0,05, tada se smije tumaciti. Povezanost dviju

varijabli obzirom na dobivene vrijednosti koeficijenta korelacije mogu biti u rasponu od:

—

od 0 do 0,25 ili od 0 do -0,25 gdje nema povezanosti

2. 0d 0,25 do 0,50 ili od -0,25 do -0,50 gdje je slaba povezanost

3. 0d 0,50 do 0,75 ili -0,50 do -0,75 gdje je umjerena do dobra povezanost
4. 0d0,75do 1ili-0,75 do -1 gdje je vrlo dobra do izvrsna povezanost (35)

3.3.2 Mann-Whitney U test

Mann-Whitney U test poznat i pod nazivom Wilcoxonov test zbroja rangova je
neparametrijski test za statisticku obradu podataka. Glavni preduvjet za njegovu provedbu
je postojanje dviju neovisnih skupina. Njegov ekvivalent je parametrijski t-test dva uzorka.
Za razliku od svog dvojnika, Mann-Whitney U test primjenjuje se za ispitivanje nulte
hipoteze, odnosno razlike izmedu dviju neovisnih skupina koje nemaju normalnu
distribuciju. Mann-Whitney U test se temelji na usporedivanju medijana neovisnih skupina,
dok t-test koji je pozeljniji jer je osjetljiviji 1 prije ¢e uociti razliku izmedu dviju skupina
usporeduje njihove srednje vrijednosti. Stoga, je Mann-Whitneyev U-test primjenjiv kada
nije zadovoljen dovoljan broj podataka, uvjet homogenosti varijance i kada nema normalne

distribucije.
Mann-Whitney U test ukljucuje obradu podataka, izraunavanje medijana, interpretacija
dobivenih rezultata i1 utvrdivanje utjecaja medu varijablama. Prilikom izvodenja testa
vrijednosti obje skupine podataka rangiraju se od najnize ka najviSoj uz pridruzivanje

odgovarajuc¢ega ranga. Najnizoj vrijednosti pridruzuje se prvi rang, a najviSoj maksimalan
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rang koji predstavlja ukupnu vrijednost za obje skupine. Ukoliko imamo viSe jednakih
vrijednosti, svakoj od njih se pridruzuju rangovi izracunati aritmetickom sredinom. Zatim se
zasebno zbrajaju rangovi pridruzeni vrijednostima za obje skupine podataka i prema formuli
Mann-Whitney testa izraCunava se z-vrijednost. Za potrebe izracuna z-vrijednosti uzimaju
se vrijednosti jedne od skupine podataka, odnosno suma rangova odabrane skupine. Bez
obzira na odabranu skupinu z-vrijednost se nece razlikovati medu dvjema skupinama
podataka. Ukoliko je izracunata z-vrijednost ve¢a od 1,96 na razini statisticke znacajnosti od

5 %, ispitivane skupine podataka se statisticki znacajno razlikuju (36).
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4  REZULTATI

4.1 Opterecenje gljivama pijeska i morske vode

Tijekom istrazivanja provedeno je pet uzorkovanja u zimskom razdoblju, od studenog 2022.

do sije¢nja 2023. godine. Na Slici 21 je vidljivo najveée ukupno opterecenje gljivama u

drugom (11,7 CFU/g) i tre¢em (13,4 CFU/g) uzorkovanju i to u pijesku. Zabiljezena

temperatura zraka bila je 8 °C, odnosno 11 °C (Tablica 4). U moru su gljive pronadene samo

u uzorcima prikupljenim u 4. (temperaturi mora i zraka 11 °C, Tablica 4) i 5. uzorkovanju

(temperaturi mora 11 °C i zraka 6 °C, Tablica 4, u niskoj koncentraciji od 2,6 CFU/mL,
odnosno 1,7 CFU/mL.

Sve dobivene vrijednosti za ukupan broj gljiva ispod su Mycosand kriterija od 89 CFU/g.

16
14
12

=
o

CFU/g(mL)

8
6
4
2
0

1. pijesak

11,7

1,7

2. pijesak

13,4
6,7
2,6
1,7
3. pijesak 4. pijesak 4. more 5. pijesak
Uzorkovanje

1,7

5. more

Slika 21. Ukupno opterecenje uzoraka pijeska i mora s gljivama tijekom pet uzorkovanja, od studenog
2022. do sije¢nja 2023. godine

Tablica 4. Datumi uzorkovanja s podacima o temperaturi zraka i mora

Broj Datum Temperatura | Temperatura
uzorkovanja | uzorkovanja zraka (°C) mora (°C)
1 10.11.2022. 9 17,5
2 24.11.2022. 9 16
3 8.12.2022. 8 11
4 22.12.2022 11 11
5 5.1.2023. 6 11
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U Tablici 5 su navedene identificirane vrste gljiva u pijesku i morskoj vodi, po uzorkovanju
te razli¢itim podlogama i uvjetima inkubacije. Ukupno ih je devet, sedam u pijeski i tri u
morskoj vodi.
Pijesak:

1) Aspergillus nidulans

2) Aspergillus calidoustus

3) Aspergillus niger

4) Schizophyllum commune

5) Aspergillus flavus oryzae group

6) Trichoderma reesei

7) Beauveria bassiana
Morska voda:

1) Aspergillus terreus

2) Aspergillus niger

3) Mucor circinelloides
Aspergillus niger je jedina vrsta koja je dokazana i u pijesku i u morskoj vodi.
Jedino na podlozi FUNG/30, tijekom 20 dana inkubacije porasle su kolonije gljiva iz uzoraka

morske vode, dok na SDA podlozi u primijenjenim uvjetima inkubacije, nije bilo porasta.

Na Slici 22 prikazan je porast pojedine vrste 1 izgled kolonija.
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Tablica 5. Identificirane vrste gljiva tijekom pet uzorkovanja, u pijesku i morskoj vodi, na razli¢itim podlogama i uvjetima inkubacije

PIJESAK MORSKA VODA
1 uzorkovanje, tv = XY °C 2 uzorkovanje 3 uzorkovanje 4 uzorkovanje 5 uzorkovanje 4 uzorkovanje 5 uzorkovanje
SDA/37 | SDA/40 | Fung/30 SDA/37 SDA/40 | Fung/30 SDA/37 | SDA/40 | Fung/30 SDA/37 | SDA/40 | Fung/30 SDA/37 | SDA/40 | Fung/30 Fung/30 Fung/30
S v
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§ 3 1,7 6,7 1,7
S 3
53 1,7
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= s
)
S8 17 | 33 33 1,7
By
<
g
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> 3
<
St 1,7
s 8
\
™
2, uaq
S S 3S S
§38¢ 3,3
2% aco°
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]
¢ 1,7
E ]
S o
SRS
s g 6,7
& <
I
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sE L7
o
8
@
S 3
o
8 5 1,7
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Slika 22. Porast identificiranih vrsta gljiva na SDA i Fungisel hranjivim podloga




Gljive su kultivirane na razliCitim podlogama, u razli¢itim inkubacijskim uvjetima
(temperaturi i vremenu inkubacije). Na Slici 23 je vidljivo da je najveéi broj vrsta, njih pet
porastao na SDA/37 tijekom deset dana inkubacije. Medutim, na toj je podlozi istovremeno
porastao najmanji broj kolonija. Najveci broj kolonija porastao je na SDA/40 (uz tri dana

inkubacije), uz istovremeno najmanyji broj vrsta gljiva (tri).

CFU/g(mL) =——brojvrsta

6 15 14,3 16
—_ 5 vrsta 14
= 5
< 12
g 4 8,5 10 g
o 3 8 \:‘E')f'
@, 3 vrste 4 vrste 6 5

4

! 2

0 0

SDA/37 SDA/40 FUNG/30

Podloga/temperatura inkubacije

Slika 23. Broj detektiranih vrsta gljiva i broj izraslih kolonija po pojedinoj hranjivoj podlozi i
razli¢itim uvjetima inkubacije (SDA/37 — SDA podloga pri temperaturi inkubacije 37 °C tijekom 10
dana; SDA/40 — SDA podloga pri temperaturi inkubacije 40 °C tijekom 3 dana; FUNG/30 — Fungisel
podloga pri temperaturi inkubacije 30 °C tijekom 20 dana)

Promatrajuc¢i dva ispitana matriksa, pijesak 1 morsku vodu, na Slici 24 moze se vidjeti
znacajno vece ukupno opterecenje pijeska gljivama, 35,2 CFU/g, u odnosu na morsku vodu,

4,3 CFU/mL.

40
35,2

35

4,3

0 | |

Pijesak More
VRSTA UZORKA

Slika 24. Ukupno optereéenje pijeska i morske vode gljivama
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4.2 BakterioloSko opterecéenje pijeska i morske vode

Od pet provedenih uzorkovanja, samo je u tre¢em uzorkovanju kakvoca mora ocjenjena kao

dobra (oznaceno zelenom bojom, Tablica 6) prema dobivenoj vrijednosti za E. coli (105

CFU/100 mL), prema kriterijima iz Uredbe (NN 73/2008), dok su sve ostale vrijednosti i za

E. coli i za enterokoke ukazale na izvrsnu kakvo¢u mora (oznaceno plavom bojom, Tablica

6).

Tablica 6. Vrijednosti ispitanih mikrobioloskih pokazatelja u morskoj vodi te ocjena kakvoce mora

prema Uredbi (73/2006)
Br. EC ENT UKB CP PA UBB/22 UBB/37
uz. CFU/100 mL CFU/100 mL CFU/100 mL CFU/100 mL CFU/100 mL CFU/mL CFU/mL
1 2 7 3 0 0 174 56
2 37 11 50 5 3 200 800
3 105* 19* 121 8 1 380 1000
4 80 35 130 13 1 120 240
5 27 15 57 10 0 900 700
*Uzorak ocjenjen kao dobar, prema kriterijima za E. coli iz Uredbe (73/2006)
U Tablici 7 prikazane su vrijednosti ispitanih mikrobioloskih pokazatelja u pijesku, izrazene
na 100 g pijeska (za UBB/37 i UBB/22 u jednom mL), zbog jednostavnije usporedbe s
mikrobioloskim optere¢enjem u morskoj vodi.
Tablica 7. Vrijednosti ispitanih mikrobioloskih pokazatelja u pijesku izraZzenih u CFU/100 g
Br. EC ENT UKB CP PA UBB/22 UBB/37
uz. CFU/100 g CFU/100 g CFU/100 g CFU/100 g CFU/100 g CFU/g CFU/g
1 60 260 240 720 0 20.000 20.000
2 400 1800 1120 440 600 20.000 350
3 600 600 1100 600 0 5200 18.000
4 500 600 40.000 600 0 1800 200
5 100 200 200 200 0 12.000 5000

Sagledavaju¢i mikrobioloske kriterije prema WHO preporukama iz 2021. godine (19) te

portugalskim kriterijima za Plavu zastavu (37), u Tablici 8 je vidljivo da su vrijednosti u

svim uzorcima bile ispod definiranih kriterija (<60 CFU/g, odnosno <10 CFU/g), osim kod

drugog uzorkovanja, kada je vrijednost za enterokoke (18 CFU/g) bila iznad portugalskih

kriterija. Vrijednosti E. coli bile su ispod definiranih vrijednosti za Plave zastave u Portugalu

(<25 CFU/g).
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Tablica 8. Vrijednosti ispitanih mikrobioloskih pokazatelja u pijesku izrazenih u CFU/g, s osvrtom na

postojece kriterije kakvoce

Br.
uz.

ENT
CFU/g

EC
CFU/g

3

18*

6

6

[V R NN

DB RN =

2

1

Portugalski kriterij: enterokoki <10 CFU/g i E. coli <25 CFU/g
WHO kriterij: enterokoki <60 CFU/g

*Vrijednost iznad kriterija za Plave zastave u Portugalu (<10 CFU/g)

Srednja vrijednost za pokazatelj UBB/22 u pijesku od 11.800+8338 CFU/100 g, raspon
vrijednosti 1800-20.000 CFU/100 g, uz medijan od 12.000 CFU/100 g (IKR 1800-20.000
CFU/100 g) znacajno se razlikovala (Mann-Whitney U test, Z =2,5143, p <0,01) od srednje
vrijednosti u morskoj vodi (355+320 CFU/100 mL), raspon vrijednosti 120-900 CFU/100
mL i medijan od 200 CFU/100 mL (IKR = 120 — 900 CFU/100 mL).
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Slika 25. Medijan UBB/22 (broj kolonija na inkubaciji pri 22 °C) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25
%) 1 tre¢im kvartilom (75 %) i whisker = non-outlier range (hrv. brkovi — najveéa i najmanja
, engl. outlieri)

vrijednost koje nisu ,,strSece vrijednosti

11333
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Vrijednosti pokazatelja UBB/37 u pijesku, uz srednju vrijednost od 8710+9616 CFU/100 g,
raspon vrijednosti 200-20.000 CFU/100 g, medijan 5000 CFU/100 g (IKR 200-20.000
CFU/100 g) bile su vise, ali bez statisti¢ki znacajne razlike od srednje vrijednosti u morskoj
vodi (559+396 CFU/100 mL), raspon vrijednosti 56-1000 CFU/100 mL, uz medijan 200
CFU/100 mL (IKR = 240 — 800 CFU/100 mL).
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Slika 26. Medijan UBB/37 (broj kolonija na inkubaciji pri 37 °C) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25
%) 1 tre¢im kvartilom (75 %) i whisker = non-outlier range (hrv. brkovi — najveéa i najmanja
vrijednost koje nisu ,,strSece vrijednosti“*, engl. outlieri)

Koncentracija UKB, sa srednjom vrijednosti od 8532+17597 CFU/100 g, rasponom
vrijednosti 200-40.000 CFU/100 g, medijanom od 11 CFU/100 g (IKR 240-1120 CFU/100
g) statisticki je znacajno bila visa (Mann-Whitney U test, Z = 2,5067, p < 0,01) u pijesku u
usporedbi s morskom vodom, u kojoj je srednja vrijednost iznosila 72+53 CFU/100 mL,

raspon vrijednosti 3-130 CFU/100 mL, medijan 57 CFU/100 mL (IKR 3-130 CFU/100 mL).
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Slika 27. Medijan UKB (ukupnih koliformnih bakterija) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25 %) i
tre¢im kvartilom (75 %) 1 whisker = non-outlier range (hrv. brkovi — najveca i najmanja vrijednost

1113

koje nisu ,,strSece vrijednosti‘“‘, engl. outlieri)

U sedimentu je srednja vrijednost EC bila 3324241 CFU/100 g, raspon vrijednosti 60-600
CFU/100 g, medijan 400 CFU/100 g (IKR 100-500 CFU/100 g), §to je ukazalo na vece
opterecenje EC u usporedbi s morskom vodom, u kojoj je srednja vrijednost bila 50+ 42
CFU/100 mL, raspon vrijednosti 2-105 CFU/100 mL, medijan 37 CFU/100 mL (IKR 27-80

CFU/100 mL), medutim statisticki znacajna razlika nije utvrdena.
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Slika 28. Medijan EC (Escherichia coli) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25 %) i tre¢im kvartilom
(75 %) i whisker = non-outlier range (hrv. brkovi — najveca i najmanja vrijednost koje nisu ,,strsece

Y133

vrijednosti““, engl. outlieri)

Srednja vrijednost indikatora fekalnog oneciS¢enja enterokoka bila je statisticki znacajno
viSa (Mann-Whitney U test, Z=2,5143, p <0,01) u sedimentu (692+647 CFU/100 g), raspon
vrijednosti 200-1800 CFU/100 g, medijan 600 CFU/100 g (IKR 260-600 CFU/100 g) u
odnosu na morsku vodu, sa srednjom vrijednos$¢u od 1711 CFU/100 mL, raspon vrijednosti

7-35 CFU/100 mL, medijan 15 CFU/100 mL (IKR 11-19 CFU/100 mL).
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Slika 29. Medijan ENT (crijevnih enterokoka) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25 %) i tre¢im
kvartilom (75 %) i whisker = non-outlier range (hrv. brkovi —najvec¢a i najmanja vrijednost koje nisu
»stréece vrijednosti“, engl. outlieri)

Srednja vrijednost broja C. perfringens u sedimentu bila je 512+201 CFU/100 g, raspon
vrijednosti od 200-720 CFU/100 g, medijan 600 CFU/100 g (IKR 440-600 CFU/100 g), Sto
je bilo statisti¢ki znacajno vece opterecenje (Mann-Whitney U test, Z =2,5143, p <0,01) u
usporedbi s morskom vodom (srednja vrijednost 7,2+5,0 CFU/100 mL, raspon vrijednosti

0-13 CFU/100 mL, medijan 8§, IKR 5-10 CFU/100 mL).
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Slika 30. Medijan CP (Clostridium perfringens) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25 %) i tre¢im
kvartilom (75 %) i whisker = non-outlier range (hrv. brkovi — najvec¢a i najmanja vrijednost koje nisu
»stréece vrijednosti“, engl. outlieri)

Srednja vrijednost broja pseudomonasa od 120+268 CFU/100 g u pijesku, rasponom
vrijednosti 2-600 CFU/100 g, medijanom 0 CFU/100 g (IKR 0-0 CFU/100 g), nije se
statisticki znacajno razlikovala u odnosu na morsku vodu (srednja vrijednost 1+1 CFU/100

mL, raspon vrijednosti 0-3 CFU/100 mL, medijan 1, IKR 0-1 CFU/100 mL).
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Slika 31. Medijan PA (Pseudomonas aeruginosa) u pijesku i morskoj vodi, s prvim (25 %) i tre¢im
kvartilom (75 %) i whisker = non-outlier range (hrv. brkovi —najvec¢a i najmanja vrijednost koje nisu

,»stréece vrijednosti

1133

, engl. outlieri)

MikrobioloSki pokazatelji S. aereus 1 Salmonella spp. nisu dokazani niti u jednom uzorku

pijeska i vode.

Korelacijska analiza podataka za ispitane pokazatelje u morskoj vodi pokazala je znac¢ajnu

pozitivnu korelaciju izmedu CP 1 UKB (rs = 0,9; p <0,05) te CP 1 ENT (rs = 0,9; p < 0,05).

Znacajna korelacija mikrobioloskih pokazatelja u sedimentu nije utvrdena.
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5 RASPRAVA

Naraspodjelu i raznolikost mikroba u morskoj vodi 1 pijesku utje¢u brojni Cimbenici, poput
polozaja plaze, saliniteta, relativne vlaznosti te nac¢ina na koji drugi ljudi i zivotinje stupaju u
interakciju s pijeskom i morskom vodom (8). Neki mikrobi dospijevaju u pijesak i morsku vodu
izravno od drugih domacina, dok nekima to predstavlja cjelogodisnje staniSte. Njihova
prisutnost povezana je s nizom Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje, ukljucujuéi zarazne ili
alergijske bolesti i toksicne reakcije. Infekcije gljivama, u usporedbi s virusnim i bakterijskim,
imaju duzi tijek inkubacije te se stoga simptomi obi¢no javljaju kasnije (3). Iz tog je razloga
pojavu gljivicne infekcije teze povezati s odredenim okoliSem. Obzirom da je gljiviéni svijet, u
odnosnu na virusni i bakterijski, opcenito slabije istrazen, od velikog su znac¢aja studije u kojima
se proucava brojnost i raznolikost gljiva u razli¢itim staniStima, §to daje bolji uvid u gljivicnu
populaciju. Jedna od takvih studija je europska inicijativa "Mycosands", koja istrazuje brojnost
i gljiviénu raznolikost u pijesku na plazi i morskoj vodi, u razli¢itim okolisnim uvjetima (5). U
skladu s inicijativom ,,Mycosands®, cilj ovoga rada bio je istraZiti brojnost 1 vrste kvasaca i
plijesni te bakterioloSko opterecenje u pijesku 1 morskoj vodi na pjescanoj plazi Primorsko-
goranske zupanije. Takoder, ispitan je i utjecaj okoliSnih ¢imbenika na prisutnost i raznolikost
gljiva u dvije ekoloske nise (pijesak na plazi i morska voda). Pri odabiru lokaliteta istrazivanja,
uzet je kriterij inicijative ,,Mycosands®, te je odabrana pjeS¢ana plaza u gradu Crikvenici, koja
u sezoni proljece/ljeto predstavlja popularnu destinaciju za rekreaciju u Primorsko-goranskoj
zupaniji. Povoljni polozaj joj omogucava dostupnost sunceve svjetlosti tijekom cijele godine, a
zahvaljujuci obroncima planine Kapele i otoku Krku plaZa je zastiCena od naleta jakih vjetrova
(21). Obzirom da je Hrvatska jedna od zemalja koju okruZuju Sredozemno more, i grad
Crikvenicu odlikuje blaga mediteranska klima. Tako su zime blage s velikom koli¢ina oborina
1 rijetkom pojavom snijega, a ljeta suha 1 topla. U neposrednoj blizini pjeScane plaZe nalazi se
Setnjica okruzena bujnom vegetacijom kao 1 brojne gradevine i lokali $to ju klasificira u ,,urbane

plaze®.

Temeljem rezultata provedenog istrazivanja utvrdeno je znatno vece opterecenje pijeska s
bakterijama 1 gljivama, u usporedbi s morskom vodom. Statisti¢ki vece opterecenje pijeska u
odnosu na morsku vodu dokazano je za ve¢inu ispitanih mikrobioloskih pokazatelja: UBB/22,
ukupne koliformne bakterije, enterokoki te C. perfringens. To su mikrobioloski pokazatelji koji
su otporniji od ostalih pokazatelja na nepovoljne vanjske uvjete. Aerobne mezofilne bakterije

na 22 °C su bakterije ¢ija je optimalna temperatura za rast i razmnoZavanje 22°C. Sposobnost
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rasta uz prisutnost kisika im omogucava prezivljavanje u okolisu (12). Ukupni koliformi su
fakultativno anaerobi stoga se vrlo brzo prilagode na prisustvo ili odsustvo kisika. Vrlo dobro
su prilagodeni na niske temperature stoga lako prezivljavaju ekstremne uvjete okolisa (2).
Enterokoki su vrlo izdrzljivi i dugo mogu podnijeti nepovoljne okolisSne uvjete. Sposobni su
prezivjeti ekstremne vrijednosti pH 1 temperature (izmedu 10 °C i 45 °C) te visoke
koncentracije soli (3). Anaerobna patogena bakterija C. perfingens otpornija je u vanjskoj
sredini, obzirom da stvara spore. Spore su vrlo otporne na toplinu i dezinfekcijska sredstva Sto
im omogucéava duze prezivljava u okoliSu (13). Statisticki znaCajna pozitivna korelacija
utvrdena je izmedu pokazatelja C. perfringens 1 ukupnih koliformnih bakterija te enterokoka.
To je i o¢ekivano, obzirom da su to indikatori fekalne kontaminacije, koji kao normalna flora
ljudskih crijeva dospiju u fekalije. Takoder, osim bakterijama, pijesak je znatno vise opterecen
gljivama. Gljive su pronadene u svim prikupljenim uzorcima pijeska, u ve¢em broju i s vecim
brojem vrsta, dok su u uzorcima morske vode utvrdene samo povremeno. Stoga se pijesak
pokazao povoljnijim medijem za rast i opstanak bakterija i gljiva, u odnosu na morsku vodu.
Neki od ¢imbenika koji utje¢u na pojavu mikroorganizama u pijesku su: sadrzaj vlage, kemijski
sastav pijeska, temperatura, UV zracenje, broj kupaca te prisutnost Zivotinja i ptica. SadrZaj
vlage varira ovisno o veliini zrna i dubini prodiranja podzemne vode. Voda vrlo lako prodire
kroz pore pijeska i osigurava relativnu vlaznost izmedu 12 i 25% potrebnu za rast gljiva (8).
Pijesak svojom povrSinom osigurava zastitu od grabeZzljivaca i zaStitu od g ultraljubicastog
(UV) zraenja koje obuhva¢a UVA, UVB 1 UVC zracenje. Zracenje u UV rasponu ispod 300
nm, pridonosi inaktivaciji mikroba u vodenom okoliSu. UVC zrafenje kratke valne duljine
(100-280 nm) ima najmikrobicidniji u¢inak, no ozonski omota¢ apsorbira sve UVC zrake.
Ozonski omota¢ blokira i 90% UVB zraka (280-320 nm) koje imaju sposobnost oStecenja
genoma. Nasuprot tome, UVA zracenje (320-400 nm) u potpunosti dospijeva u atmosferu i
predstavlja najvecu opasnost za mikroorganizme (38). Takoder, jedna od prednosti pijeska nad
morskom vodom je ta $to omogucuje pricvrs¢ivanje sloZenih biofilmova na svoju povrSinu
opskrbljujuéi ih hranjivim tvarima. Opcenito, biofilmovi ukljuc¢uju brojne vrste mikroba poput
bakterija, algi i protozoa, pricvrséenih na razli¢ite povrsine i omogucéuju njihovo prezivljavanje
u razli¢itim okruzenjima, poput pijeska i morske vode. Mikrobne zajednice mogu se prosiriti
kako biofilm sazrijeva te se nakupine stanice se mogu odvojiti ako resursi postanu ograniceni.
Velik utjecaj imaju kupaci i kuéni ljubimci koji mogu utjecati na promjenu rasprostranjenosti
gljiviénih vrsta. Kupaci mogu biti asimptomatski nosioci 1 uzrokovati kontaminaciju pijeska pa

se infekcija na plazi moze prenijeti na druge ljude.
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Kako bi se dobio $to bolji uvid u gljivicnu floru spomenutih plaza, za kultivaciju gljiva
koriStena su dva hranjiva medija i razli¢iti uvjeti inkubacije. SDA agar inkubiran je 3 dana na
temperaturi 40° C i 10 dana na temperaturi 37° C dok je Fungisel agar inkubiran 20 dana na
temperaturi 30° C. SDA agar je selektivni medij koji se koristi za izolaciju, uzgoj i odrzavanje
dermatofita, kvasaca i mnogih drugih patogenih i nepatogenih gljiva. Tri bitne komponente koje
omogucuju rast gljiva su pepton, dekstroza (glukoza) i pH. Mikoloski pepton osigurava hranjivi
izvor aminokiselina i dusi¢nih spojeva, dok dekstroza djeluje kao izvor ugljika i energije. Obje
komponente su znacajne za rast gljiva. SDA agar karakterizira kiseli pH (oko 5,0) koji ima
vaznu ulogu u rastu gljiva. pH od priblizno 5,6 djeluje inhibiraju¢e za vecéinu bakterija, no
bakterije koje su adaptirane na kiseli pH uspjesno rastu i na SDA agaru. U SDA agar, moguce
je dodati i razlicite antibiotike poput kloramfenikola i/ili tetraciklina, koji uz kiseli pH inhibiraju
rast gram-pozitivnih 1 gram-negativnih bakterija. Neka od ogranicenja su da osim bakterija,
antimikrobna sredstva dodana u medij mogu inhibirati i odredene patogene gljivice te je
moguce da neki sojevi vrlo slabo ili uopée ne rastu na SDA agaru (39). Fungisel agar je bazi¢ni
medij u Cijem se sastavu nalazi dekstroza, pepton te selektivni agensi, cikloheksimid i
kloramfenikol. Primjenjuje se za uzgoj 1 izolaciju patogenih gljiva. Sojin pepton osigurava
dusik, vitamine, minerale i aminokiseline neophodne za rast. Dekstroza je vazan izvor energije.
Cikloheksimid inhibira veéinu saprofitskih gljivica dok kloramfenikol inhibira veliki broj
gram-pozitivnih 1 gram-negativnih bakterija. Neka od ogranicenja su da antimikrobna sredstva
ugradena u medij za inhibiciju bakterija mogu suprimirati rast odredene patogene gljive te da
su potrebni dodatni postupci za potpunu identifikaciju patogenih gljiva (40). Najveci broj vrsta,
ali s najmanjim brojem kolonija, porastao je na SDA agaru na 37° C tijekom 10 dana inkubacije,
a porast kolonija iz uzoraka mora dobiven je jedino na podlozi Fungisel agar pri 30° C tijekom
20 dana inkubacije. Najoptimalniji uvjeti inkubacije za porast gljiva, od primijenjenih u ovom
istrazivanju, pokazali su se pri koriStenju hranjivog medija SDA, kod temperature od 37 °C,
tijekom deset dana inkubacije, obzirom da se vecina identificiranih gljiva ubraja u mezofilne
organizme c¢ija je optimalna temperatura za rast 37° C. Takoder, dobri uvjeti inkubacije
ostvareni su i primjenom SDA, pri 40 °C, tijekom tri dana inkubacije, Sto odgovara
termotolerantnim identificiranim vrstama. Na SDA/37 tijekom deset dana inkubacije porastao
je najveci broj vrsta, njih pet. Medutim, na toj je podlozi istovremeno porastao najmanji broj
kolonija. Na SDA/40 tijekom tri dana inkubacije porastao je najve¢i broj kolonija, uz
istovremeno najmanji broj vrsta gljiva (tr1). Pomo¢u MALDI-TOF MS iz pijeska na plazi
identificirani su: A. nidulans, A. calidoustus, A. niger, S. commune, A. flavus oryzae group, T.

reesei te B. bassiana. 1z morske vode identificirane su slijedece vrste: 4. niger, M. circinelloides
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te A. terreus. U ispitanim uzorcima dominiraju patogene gljive za covjeka roda Aspergillus
spp.. Aspergillus spp. je plijesan koja je Siroko rasprostranjena u okoliSu. Na hranjivoj podlozi
raste u obliku crnih, smedih, zelenih, Zzutih i bijelih kolonija, ovisno o vrsti i uvjetima rasta. Na
temelju izgleda kolonija, moguce je pretpostaviti o kojoj je vrsti rije€. No identifikacija
pojedinacnih vrsta aspergilusa zahtjeva pregled hifa 1 plodnih struktura. Zbog velike distribucije
konidije aspergilusa nalazimo u zraku i tlu. Izlozenost konidijama aspergilusa moze dovesti do
alergijskih reakcija u preosjetljivih osoba, a ukoliko kolonizira paranazalne sinuse i donji
respiratorni trakt, moze nastati opstruktivna bronhalna aspergiloza i aspergilom. Tezina
alergijskih reakcija ovisi o stupnju osjetljivosti zahvacene osobe. Opstruktivna bronhalna
aspergiloza nastaje kod prethodno oboljelih cisticnom fibrozom ili kroni¢nim bronhitisom.
Lijecenje nije potrebno obzirom da ne dovodi do osteéenja tkiva. Aspergilom nastaje u
paranazalnim sinusima te je asimptomatski i ne zahtjeva lijeCenje. U imunokompromitiranih
osoba izlozenost konidijama aspergilusa moze dovesti do destruktivne, invazivne plu¢ne i
diseminirane bolesti. Najc¢es¢i uzroc¢nici bolesti u ljudi su vrste 4. fumigatus, A. flavus, A. niger
i A. terreus (3). A. nidulans je saprofitna filamentozna gljiva koja je Siroko rasprostranjena u
prirodi. Uglavnom nema utjecaja na ljudsko zdravlje, no moze dovesti do invazivne aspergiloze
u bolesnika s kroni€énom granulomatoznom boles¢u (CGD). Poznata je po svom industrijskom
i medicinskom znacaju, obzirom da predstavlja izvrstan model za proucavanje brojnih procesa,
kao §to su razvoj, regulacija gena, mitoza, stani¢ni ciklus i sekundarni metabolizam (7). 4.
calidoustus je filamentozna gljiva koja je prisutna u hrani, tlu i1 zraku. Iako je rijedak ljudski
patogen, moZe izazvati invazivnu infekciju kod osoba oslabljenog imunoloskog sustava (41).
A. flavus oryzae group je izoliran iz tla, zraka 1 osuSenih dijelova biljke. A. flavus je saprotrofna
1 patogena gljiva s velikom rasprostranjenos¢u. Nakon A. fumigatus, A. flavus je drugi vodeci
uzro¢nik invazivne aspergiloze. Poznat je po svojoj patogenosti za Zitarice, mahunarke 1
oraSaste plodove. 4. oryzae je aerobna filamentozna gljiva koja nije Stetna za ljude, Zivotinje 1
biljke (7). S. commune je bazidiomiceta koja je Siroko rasprostranjena u prirodi. Rijetko je
ukljuena u bolesti ljudi, no moZe uzrokovati Sirok spektar klinickih manifestacija, od
alergijskih reakcija do invazivnih infekcija, ali prvenstveno je odgovorna za infekcije diSnog
sustava. Infekcija moze ostati lokalizirana ili se proSiriti s izvornog mjesta na druga tkiva i
organe, ovisno o ¢imbenicima kao $to su imunoloski status domacina, devijacija nosnog
septuma i trajanje izlozenosti sporama (42). T. reesei je mezofilna i filamentozna gljiva. Raste
na trulom biljnom materijalu te se pokazala nepatogenom za ¢ovjeka, obzirom da ne proizvodi
gljiviéne toksine. Jedna je od najplodnijih proizvodaca enzima koji razgraduju stanicne stijenke

biljaka i Cesto se koristi u industriji za proizvodnju proteina (43). B. bassiana je patogena gljiva
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za vise od 1000 vrsta insekata. Glavni put infekcije je prodiranje kroz kutikulu kukca, koja
predstavlja barijeru izmedu gljive i domacina. B. bassiana se koristi za suzbijanje brojnih
Stetnih insekata (44). M. circinelloides je oportunisticka dimorfna gljiva koja u okolisu raste
kao plijesan ili kao kvasac. Jedna je od najceS¢ih vrsta unutar roda Mucorales koja moze
uzrokovati smrtonosnu mukormikozu kod pacijenata s oslabljenim imunitetom. To je vrlo
agresivna infekcija koju je teSko lijeciti zbog brze diseminacije unutar tkiva domacina i visoke
tolerancije na antifungalne agense (45). A. terreus jedna je od vrsta Aspergillus spp. pronadena
u uzorcima morske vode. To je saprofitna gljiva (plijesan) koja prevladava u toplijim
klimatskim podruc¢jima kao Sto su tropska i suptropska podrucja. Rasprostranjena je Sirom
svijeta, a nalazi se u tlu, vodi i prasini. 4. terreus stvara i izlucuje brojne sekundarne metabolite
kao $to su: patulin, citrinin i glikotoksini, koji mogu uzrokovati oportunisticku infekciju kod
imunokompromitiranih osoba. Otporan je na amfotericin B, koji se primjenjuje kao uobic¢ajeni
lijek u borbi protiv infekcija gljivama (7). Oba staniSta imala su samo jednu zajednicku vrstu,
A. niger. A. niger je najceséa vrsta Aspergillus spp. To je saprofitna filamentozna gljiva koja
ziviu tlu, vodi te raspadajucoj vegetaciji kao Sto su hrpe komposta i mrtvo lis¢e, a moze se naci
1 na Zitaricama, suSenom vocu i orasSastim plodovima. Vrlo je termotolerantan, stoga dobro
uspijeva na ekstremno niskim i1 ekstremno visokim temperaturama. Uz termotoleranciju,
pokazuje veliku otpornost na visoke koncentracije soli, zbog ¢ega ima Siroku primjenu u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Stolje¢ima se koristi u proizvodnji limunske kiseline
koja je uobicajeni konzervans hrane u konzerviranom vocu, Samponima i konzervansima. Vrlo
je otporan na UV zracenja i1 na zracenje suncevim zrakama, formirajuci visoko pigmentirane
spore u zraku. Prezivljavanje spora ovisi o debljini stani¢ne stijenke spora koja §titi DNA od
radijacije. lako vrlo rijetko izaziva bolest u ljudi 1 Zivotinja, spore se mogu udahnuti 1 dospjeti
u alveolarno tkivo plu¢a. Tako udahnute mogu izazvati blage oportunisti¢ke respiratorne
infekcije kod imunokompromitiranih osoba. Cesce uzrokuje bolest kikirikija, grozda i luka.
Stani¢na stijenka spore sastoji se od polisaharida (uglavnom hitina i glukana), a prekrivena je
vanjskim slojem Stapica (hidrofobina) 1 pigmenata, naj¢eS¢e melanina. Vanjski slojevi stani¢ne
stijenke Cine spore visoko hidrofobnim i visoko pigmentiranim, $§to im omogucuje da izdrze
teSke uvjete okoline. Takoder, pigmenti poput melanina, ukljuceni su u razli¢ite stani¢ne
procese, od adhezije do virulencije te Stite gljivu od stresa izazvanog zra¢enjem. U borbi protiv
infekcije A. niger primjenjuje se antifungalni lijek, amfotericin B (46). Niti jedna od
identificiranih vrsta gljiva u ovom istraZzivanju, ne ubraja se u WHO-definirane prioritetne
skupine gljiviénih patogena (kriti¢na, visoka ili srednja), §to ukazuje na dobro stanje plaza i

mora u Primorsko-goranskoj zupaniji.
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Rezultati ispitivanja ukazali su na znacajnu razliku izmedu gljivicne flore morske vode
i pijeska na plazi. U uzorcima morske vode zabiljezene su niske koncentracije gljiva u
usporedbi s pijeskom. Najvece opterecenje gljivama zabiljezeno je tijekom tre¢eg uzorkovanja
1 to u pijesku, pri temperaturi mora od 8 °C i zraka od 11 °C. Jedino tada kakvo¢a mora prema
vrijednosti za E. coli nije ocjenjena kao izvrsna, nego kao dobra. U moru su gljive pronadene
samo u uzorcima prikupljenim u ¢etvrtom uzorkovanju, pri temperaturi mora i zraka od 11 °C
1 petom uzorkovanju, pri temperaturi mora od 11 °C i zraka od 6 °C, u niskim koncentracijama.
Istrazivanja su pokazala da vrste roda Aspergillus podnose Siroki temperaturni raspon (15 - 37
°C), medutim u nesto uzem rasponu producitra aflatkosin (25 - 37 °C) (47). Najznacajniji
¢imbenik koji utjee na prisutnost gljiva u morskoj vodi je pH (8). Sjeverno Jadransko more
ima najnizi pH tijekom zimskih mjeseci, a najvisi tijekom kasnog proljeca i ljeta (48).
IstraZivanje provedeno u susjednoj Sloveniji pokazalo je da se mjeseci u kojima je zabiljeZena
viSa pH vrijednost, odlikuju najmanjim brojem gljiva (8) obzirom da gljive za optimalni rast
preferiraju kiseli pH. Razlog navedenom je negativni u¢inak alkalnog pH na stvaranje pigmenta
kod odredenih rodova. S druge strane, u mjesecima u kojima su mjerene nize pH vrijednosti,
broj izoliranih gljiva bio je veéi. Osim pH, na brojnost utjecu i drugi fizikalno-kemijski
¢imbenici kao S§to su: sunceva svjetlost, temperatura, oborine, salinitet, oksidoredukcijski
potencijal i prisutnost betonskih staza koje sprjeCavaju ispiranje pijeska i njegovo mijesanje s
morskom vodom. lako gljive za rast ne zahtijevaju svjetlost, ona utjece na ucestalost njithovog
spolnog 1 nespolnog razmnoZavanja. Svjetlost inducira stvaranje karotenoidnih pigmenata u
hifama i stvaranje spora u nekih vrsta gljiva. Ima bitnu ulogu 1 u disperziji konidija, obzirom da
th organi koji ih nose oslobadaju uz prisutnost svjetlosti (3). Obzirom da je sjeverni Jadran
smjeSten u umjerenom klimatskom pojasu, povoljan polozaj mu osigurava raznoliku gljivi¢nu
floru. Temperatura mora zimi varira izmedu 6 1 12° C, a ljeti izmedu 23 1 26° C. Varijacije u
temperaturi ¢ine ga optimalnim staniStem za vec¢inu gljiva tijekom cijele godine. Idealan je za
rast ve¢ine mezofilnih gljiva kao Sto su: A. calidoustus, S. commune, A. flavus oryzae group, T.
reesei, B. bassiana i M. circinelloides kojima pogoduje temperatura izmedu 25 i 37° C. U
toplijem dijelu godine, Jadran je idealno staniste za termofilne organizme koji ne mogu rasti na
temperatura nizim od 20° C. Pogoduje i termotolerantnim vrstama kao Sto su: 4. ferreus, A.
nidulans 1 A. niger, koje rastu u rasponu temperatura izmedu 37 1 50° C. U hladnijim mjesecima
dobro uspijevaju psihrofilne vrste, koje ne rastu na temperaturama vis§im od 20° C. lako je
uoceno da gljive bolje rastu pri nizim koncentracijama soli, tijekom godina razvile su
toleranciju na salinitet $to ukazuje na prilagodbu na morski okolis (8). Oksidacijsko-redukcijska

reakcija je iznimno bitna za karakterizaciju mikrobnih skupina, budu¢i da se svaka vrsta
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prilagodila razli¢itim vrijednostima oksido-redukcijskih potencijala. Redoks-potencijal je u
interakciji s pH, obzirom da oksidacija dovodi do zakiseljavanja te pridonosi veéem broju
gljiva. Gljive najbolje prezivljavaju u oksidiranim i umjereno reduciranim tlima (49). Iako
tijekom naSeg istrazivanja nije pracen utjecaj oborina na raznolikost gljivicnih zajednica u
morskoj vodi 1 pijesku, istrazivanje u susjednoj Sloveniji ukazalo je na pozitivnu korelaciju
izmedu oborina i gljivicnih zajednica (8). Najveca raznolikost gljiva utvrdena je pri jakim

oborinama koje uzrokuju ispiranje stijena i prijenos gljivi¢nih zajednica u vodu.

U sveobuhvatnom istrazivanju gljivicnog i1 bakterioloSkog opterecenja u pijesku i
morskoj vodi na izraelskim plazama odabrano je Sest urbanih plaza prema kriterijima inicijative
»Mycosands“ (6). Plaze na lokacijama Haifa, Tel Aviv, Ashdod i Ashkelon ¢ine veéinu
izraelske obale i daju najbolji uvid u njenu mikrobnu floru. To su plaze velikih gradova s
velikom naseljeno$¢u, dok su Haifa i Ashdd lucki gradovi s pomorskom aktivnoscu.
Istrazivanje je ukazalo na prisutnost oportunistickih gljiviénih patogena i potencijalnih alergena
kao Sto su: A. fumigatus i ostale vrste Aspergillus vrste, vrste Fusarium, Penicillium i
Mucorales, C. albicans, C. tropicalis te vrste Cryptococcus 1 Rhodotorula, medu kojima se
pojedine vrste ubrajaju u WHO-definirane prioritetne skupine gljiviénih patogena. Rezultati
upucuju na potrebu redovitog nadziranja plaza zbog prisutnosti patogenih gljiva radi ocuvanja

zdravlja korisnika plaZa.

U susjednoj Sloveniji u okviru inicijative ,,Mycosands®, za uzorkovanje je izabrana
pjescana plaza Central PortoroZz (8), na kojoj se pratila pojavnost i raznolikost gljiva te moguci
utjecaj na zdravlje ljudi. Ova umjetno nastala plaza s finim kvarcnim pijeskom, smjeStena na
Sjevernom Jadranskom moru, za navedeno istraZivanje je odabrana, jer osim $to je jedna od
najpopularnijih turisti¢kih destinacija u Sloveniji, okruZena je gradevinama, prometnicama i
bujnom vegetacijom, Sto je takoder klasificira u ,,urbane plaze. Neki od izoliranih rodova
poput F. brachygibbosum, F. ipomoeae, F. nirenbergiae, F. solani klasificirani su u WHO-
definirane prioritetne skupine gljivi¢nih patogena. Prisutnost ovih gljiva ukazuje na nuznost
odrzavanja plaza pod kontrolom i postivanja op¢ih higijenskih standarda u svrhu o€uvanja

zdravlja pojedinaca i okolisa.

Osim brojnosti i vrsta kvasaca 1 plijesni, cilj je bio istraziti 1 bakteriolosko opterecenje
u pijesku i morskoj vodi u svrhu zastite ljudskoga zdravlja. MikrobioloSka ¢istoca pijeska i
morske vode bitan je Cinitelj odrzavanja zdravlja korisnika plaza, posebice stanovnika
primorskih gradova koji te plaze koriste tijekom cijele sezone kupanja. Stoga je ispitivanje
kakvo¢e mora i pijeska od iznimne vaznosti, obzirom da upucuju na potencijalni rizik od
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zaraznih bolesti. Kakvo¢a mora za kupanje ocjenjuje se prema kriterijima Uredbe o kakvoci
mora za kupanje (73/2008), koja je temeljena na EU BWD (2006/7/EZ). Uredba propisuje
standarde kakvoc¢e mora za kupanje na plazi, grani¢ne vrijednosti mikrobioloskih pokazatelja i
druge znacCajke mora. Mikrobioloski pokazatelji se smatraju najvaznijim indikatorima
zagadenosti morske vode sanitarno-fekalnim otpadnim vodama. Kriteriji za ocjenjivanje
kakvoce pijeska na plazama jos uvijek nisu definirani EU Direktivom o vodi za kupanje (engl.
European Union Bathing Water Directive, EU BWD, 2006/7/EZ) (18). Nakon svakog
provedenog uzorkovanja kakvo¢a mora klasificirana je u jednu od cetiri kategorije (izvrsno,
dobro, zadovoljavaju¢e i nezadovoljavajuce) te oznacena odgovaraju¢om bojom (plavo —
izvrsno, zeleno — dobro, zuto — zadovoljavajucée, crveno — nezadovoljavajuce). Svi ispitani
uzorci ocjenjeni su kao izvrsni, izuzev uzorka iz tre¢eg uzorkovanja. Taj je uzorak prema broju
E. coli (105 CFU/100 mL) ocjenjen kao dobar (oznaceno zelenom bojom), prema kriterijima iz
Uredbe (NN 73/2008). Sagledavaju¢i mikrobioloske kriterije prema WHO preporukama iz
2021. godine te portugalskim kriterijima za Plavu zastavu, vidljivo je da su vrijednosti u svim
uzorcima bile ispod definiranih kriterija (<60 CFU/g, odnosno <10 CFU/g), osim kod drugog
uzorkovanja, kada je vrijednost za enterokoke (18 CFU/g) bila iznad portugalskih kriterija.
Vrijednosti E. coli bile su ispod definiranih vrijednosti za Plave zastave u Portugalu (<25
CFU/g). To ukazuje na dobro stanje ispitanih okolisnih sastavnica u odnosu na optereéenje
gljivama. Kako bi se poboljsala kakvoca mora preporuca se izgradnja sustava za odvodnju
oborinskih voda, kako ne bi doSlo do mijeSanja s fekalnim otpadnim vodama, odrZavanje
septi¢kih jama nepropusnim te izgradnja adekvatnog sustava za odvodnju komunalnih otpadnih
voda u naseljima bez kanalizacije. Takoder na mjestima gdje je kakvoca mora ocijenjena kao
nezadovoljavaju¢éa nuzno je uspostaviti dodatna pracenja s ciljem otkrivanja uzroka
oneciS¢enja. Jedan od nacina kako sami kupac¢i mogu doprinijeti zastiti mora za kupanje i
plaZznog prostora je izbjegavanje boravka na plazi tijekom infekcije te odgovorno zbrinjavanje
otpada. Svakako ¢e zastiti javnog zdravlja doprinijeti 1 bolji uvid u put prijenosa infekcija na

plazi te naCini njihovog sprjecavanja.
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6 ZAKLJUCAK

utvrdeno je znatno veée opterecenje pijeska s bakterijama i gljivama, u usporedbi s
morskom vodom

statisticki znacajno veée opterecenje pijesku u odnosu na morsku vodu dokazano je
za slijedece pokazatelje: UBB/22, UKB, ENT, CP

utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu pokazatelja CP i UKB te
ENT

u svim ispitivanjima gljive su pronadene u uzorcima pijeska, a u uzorcima morske
vode samo povremeno; u pijesku su bile prisutne u ve¢em broju i s ve¢im brojem
vrsta, u odnosu na morsku vodu

u uzorcima pijeska pronadeno je sedam vrsta, u svih pet provedenih uzorkovanja: 4.
nidulans, A. calidoustus, A. niger, A. flavus oryzae group, S. commune, T. reesei, B.
bassiana

sve vrijednosti za gljive u pijesku bile su ispod Mycosand kriterija (ukupan broj
gljiva od 89 CFU/g)

u uzorcima morske vode pronadene su tri vrste, u dva od pet provedenih
uzorkovanja: A. niger, A. terreus 1 M. circinelloides

Vrste iz roda Aspergillus najceSce su detektirane

A. niger je jedina vrsta koja je dokazana i u pijesku i u morskoj vodi

niti jedna vrsta dokazana u ovom ispitivanju ne spada u jednu od tri prioritetne
skupine gljiviénih patogena (kriti¢na, visoka i srednja), definirane od strane WHO
od pet provedenih uzorkovanja, tijekom tre¢eg uzorkovanja utvrdeno je najvece
optereenje gljivama, pri temperaturi mora od 8 °C i zraka od 11 °C, pri ¢emu
kakvoca mora prema vrijednosti za E. coli jedino tom prilikom nije ocjenjena kao
1zvrsna, nego kao dobra

najveci broj vrsta, ali s naymanjim broju kolonija, porastao je na SDA agaru na 37°
C tijekom 10 dana inkubacije, a porast kolonija iz uzoraka mora dobiven je jedino na
podlozi Fungisel agar pri 30° C tijekom 20 dana inkubacije

prema aktualnim, trenutno jedinim postojecim portugalskim i WHO kriterijima za
kakvocu pijeska, vrijednosti za enterokoke bile su iznad portugalskih kriterija samo
u drugom ispitivanju

potrebna su daljnja dugoroc¢na istraZivanja, tijekom razlicitih okoliSnih uvjeta, u cilju

utvrdivanja vrsta i broja gljiva u plaznom okruzenju
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