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SAZETAK

Monitoring kakvoée mora za kupanje se u Republici Hrvatskoj provodi u cilju ofuvanja
zdravlja kupaca, a propisan je Uredbom o kakvoé¢i mora za kupanje (NN 73/08). Mikrobioloski
pokazatelji koji se odreduju su crijevni enterokoki i Escherichia coli, kao pokazatelji fekalnog
onecis¢enja. Druge znacajke kakvoce mora koje se prate su: temperatura mora i zraka, vjetar,
kiSa, salinitet i vidljivo oneciséenje. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati pojavnost Salmonella
spp. u moru za kupanje na uzem podru¢ju grada Rijeke, u razli¢itim okoliSnim uvjetima.
Dodatno, ispitana je povezanost pojavnosti Salmonella spp. s pokazateljima fekalnog
oneci$cenja te s dodatnim fekalnim (C. perfringens) i ne-fekalnim (S. aureus, P. aeruginosa,
UBB/37/22) pokazateljima mikrobioloskog optere¢enja. Prisutnost Salmonella spp. povezana
je s vodenim tokovima u koje se ispusta otpadna voda bez prethodne obrade. Za ovo istrazivanje
odabrane su Cetiri plaze u zapadnom dijela grada Rijeke, koje imaju 6 lokacija uzorkovanja. U
cilju postizanja gus¢e mreze lokacija uzorkovanja, istrazivanje je provedeno na 6 dodatnih
(profilnih) lokacija, §to ukupno ¢ini 12 lokacija. U okviru projekta EUROBATH uzorkovanje
se na navedenim lokacijama provodilo tijekom tri sezone kupanja, jednom tjedno. Salmonella
je dokazana u 41 uzorku (3,7%) od kojih je 28 oznafeno kao more pogodno za kupanje.
Rezultati pokazuju da salinitet i Sunéevo zracenje znacajno utjecu na koncentraciju Salmonella
u moru. Dotok slatke vode u more je izvor mikrobioloskog onecis¢enja, a pojavnost Salmonella
u moru uvelike ovisi o koli¢ini oborina. Dokazano je da prac¢enje samo rutinskih pokazatelja,

E. coli i enterokoka ne iskljucuje moguénost kontakta kupaca sa bakterijama vrste Salmonella.

Kljuéne rijeci: kakvoéa mora za kupanje, indikatori fekalnog oneciS¢enja, dodatni

mikrobioloski pokazatelji, Salmonella spp., salinitet, oborine
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SUMMARY

The monitoring of sea water quality for swimming in the Republic of Croatia is carried out with
the aim of preserving the health of swimmers and is regulated by the Regulation on the Quality
of Sea Water for Swimming (NN 73/08). The microbiological indicators that are determined
include intestinal enterococci and Escherichia coli, as indicators of fecal contamination. Other
characteristics of sea water quality that are monitored include sea and air temperature, wind,
rain, salinity, and visible pollution. The aim of this study was to investigate the occurrence of
Salmonella spp. in swimming sea water in the narrower area of the city of Rijeka, under
different environmental conditions. Additionally, the study examined the correlation between
the occurrence of Salmonella spp. and indicators of fecal contamination, as well as additional
fecal (Clostridium perfringens) and non-fecal (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, UBB/37/22) indicators of microbiological load. The presence of Salmonella spp.
IS associated with watercourses where wastewater is discharged without prior treatment. For
this study, four beaches in the western part of the city of Rijeka were selected, having 6
sampling locations in total. To achieve a denser network of sampling locations, the study was
conducted at an additional 6 (profile) locations, making a total of 12 locations. As part of the
EUROBATH project, sampling at these locations was conducted during three swimming
seasons, once a week. Salmonella was detected in 41 samples (3.7%), of which 28 were marked
as suitable for swimming. The results show that salinity and solar radiation significantly affect
the concentration of Salmonella in the sea water. The inflow of fresh water into the sea is a
source of microbiological contamination, and the occurrence of Salmonella in the sea greatly
depends on the amount of rainfall. It has been proven that monitoring only routine indicators,
E. coli and enterococci, does not exclude the possibility of swimmers coming into contact with

Salmonella bacteria.

Keywords: coastal bathing water quality, fecal pollution indicators, additional microbiological
indicators, Salmonella spp., salinity, precipitation
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1 UVOD

More za kupanje i plaZe su najznacajniji elementi turizma priobalnih Zupanija u Hrvatskoj. 1z
tog razloga vrlo je vazno provoditi monitoring kakvoc¢e mora za kupanje. Monitoring se provodi
u cilju ofuvanja zdravlja kupaca, a propisan je Uredbom o kakvo¢i mora za kupanje (NN
73/08). Mijere upravljanja morem za kupanje koje propisuje Uredba jesu: uspostavljanje
vremenskog rasporeda pracenja kakvocée mora, ocjenjivanje kakvoée mora za kupanje,
odredivanje uzroka oneci$¢enja te poduzimanje radnji u cilju smanjenja rizika od oneciséenja i
sprjeCavanja izlozenosti kupaca onecis¢enju. OvlaStenik koji provodi pracenje je nadlezni
Zavod za javno zdravstvo. Monitoring se provodi od sredine svibnja do kraja rujna.

Uzorkovanje se prema Uredbi provodi svaka 2 tjedna (1).

Mikrobioloski pokazatelji koji se odreduju su crijevni enterokoki i Escherichia coli, kao
pokazatelji fekalnog oneciS¢enja. Druge znacajke kakvoce mora koje se prate su: temperatura
mora i zraka, vjetar, ki$a (na dan uzorkovanja i prethodni dan), salinitet i vidljivo onecis¢enje.
Uzorci se uzimaju na dubini od najmanje jedan metar, 30 cm ispod povrSine. Takoder, na
kamenim obalama uzorci se uzimaju na udaljenosti od najmanje jedan metar od obalne linije.
Nakon uzorkovanja i obrade uzorka odreduje se pojedinacna ocjena. Ovlastenik u slucaju
oneciS¢enja odmah obavjestava nadlezno upravno tijelo koje je duzno putem sredstava javnog
priop¢avanja informirati javnost. Ukoliko je potrebno, moze se odrediti zabrana kupanja na
plazi na kojoj je pronadeno onecis¢enje. To se provodi postavljanjem barijera na kopnu i moru
te oznaCavanjem sluzbenom oznakom zabrane kupanja (Slika 1). Na internetskoj stranici
Zavoda za javno zdravstvo dostupni su podaci za sve plaze u Hrvatskoj, s pripadaju¢om

ocjenom.

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



1.1 Kilasifikacija mora za kupanje

Temeljem rezultata kakvoée mora za kupanje odreduju se pojedinacna, godiSnja i konacna
ocjena za svaku to¢ku. Pojedina¢na ocjena dodjeljuje se nakon svakog ispitivanja. U Tablici 1
navedeni su kriteriji za ocjenu kakvoce mora nakon svakog ispitivanja. GodiSnja ocjena
dodjeljuje se po zavrsetku sezone kupanja i obuhvaca rezultate cijele sezone (10 ispitivanja).
Konacna ocjena dodjeljuje se po zavrsetku sezone kupanja a obuhvaca i prethodne tri sezone
(40 ispitivanja). U Tablici 2 navedeni su kriteriji za dodjeljivanje godis$nje i kona¢ne ocjene.
Vode se kategoriziraju u Cetiri moguce kategorije kakvoce, koje se na kartografskim prikazima
oznaCavaju odgovaraju¢om bojom kojom. To su: izvrsna (plavo), dobra (zeleno),

zadovoljavajuca (zuto) i nezadovoljavajuca (crveno) (1).

Tablica 1. standardi za ocjenu kakvoc¢e mora nakon svakog ispitivanja

. Kakvoc¢a mora Metoda
Pokazatelj — - — A
izvrsno dobro™ | "zadovoljavajuce" Ispitivanja
crijevni HRN EN
enterokoki ISO 7899-1
cFux00 | <%0 61-100 | 101-200 ili HRN EN
mL) ISO 7899-2
Escherichia E%Ngg(;\fls-l
coli (CFU*/100 | <100 101-200 | 201-300 i
mL) ili HRN EN
ISO 9308-3

Tablica 2. Standardi za ocjenu kakvoc¢e mora na kraju sezone kupanja i za prethodne tri
sezone kupanja

Pokazatelj | "lzvrsno™ | "Dobro" | "Zadovoljavajuée" | "Nezadovoljavajuce"
crijevni
enterokoki
(CFU*/100
mL)
Escherichia
coli
(CFU*/100
mL)

) Temeljeno na vrijednosti 95-og percentila(1)
) Temeljeno na vrijednosti 90-og percentila (1)

<100* <200" <185™ >185"@

<150" <300* <300%** >300"@

() Temeljeno na log10 normalnoj raspodjeli koncentracija mikrobioloskih pokazatelja, vrijednosti
pojedinih percentila dobivaju se na sljededi nacin:

* jzraCunavaju se logaritmi (log10) svih bakterijskih koncentracija (u slucaju nultih vrijednosti
koncentracija uzimaju se logaritamske vrijednosti koncentracija koje predstavljaju grani¢nu
vrijednost detekcije koristene analiticke metode)

* jzraCunava se aritmeticka sredina logaritmiranih vrijednosti koncentracija ()



* jzraCunava se standardna devijacija logaritamskih vrijednosti (o)

* 90-i i 95-i percentili izraCunavaju se na sljedeci nacin:

90-i percentil = antilog (1 + 1.282 o)

95-i percentil = antilog (i1 + 1.65 o)

@ Trenutaéno djelovanje za pojedinaéne uzorke, ukoliko broj crijevnih enterokoka prijede 300
CFU/100 mL, E. coli 500 CFU/100 mL

1.2 Najvazniji bakterijski patogeni prisutni u morskoj vodi

1.2.1 Escherichia coli
E. coli je gram negativna, oksidaza negativna $tapicasta bakterija iz porodice enterobakterija.

Spada u skupinu fekalnih koliforma. Autohtona je bakterija probavnog sustava ljudi i Zivotinja.
U ljudskom izmetu se nalazi u broju 10° do 107 bakterija po gramu izmeta. E. coli se prenosi
feko-oralnim putem, preko zagadene hrane i vode (2). Jedan je od dva glavna parametra u
monitoringu kakvoce voda prema direktivi Europske unije ali i drugih zemalja u svijetu.
Zajedno sa rodovima Citrobacter, Klebsiella i Enterobacter ¢ini skupinu ukupnih koliforma.
Ukupni koliformi se mogu koristiti kao pokazatelji fekalnog oneciscenja. Ipak, ova skupina
ukljucuje i bakterijske vrste koje nisu fekalnog porijekla. Obzirom da E. coli u moru prezivljava
vrlo kratko, ukazuje na svjeze onecis¢enje fekalnog porijekla. lako je veéina sojeva E. coli
bezopasna i sastavni su dio tipi¢ne mikrobiote ljudi i toplokrvnih zivotinja, postoje neki sojevi
koji proizvode toksine koji se mogu prenijeti na ljude feko-oralno, uzrokujuci gastrointestinalne

bolesti. Stoga je vazno znati koncentraciju ovih bakterija u moru za kupanje (3).

1.2.2 Crijevni enterokoki
Crijevni enterokoki su gram-pozitivni, katalaza-negativni koki. Izduzeni su ili ovalni te

najceSce dolaze u parovima ili kratkim lancima. Dio su normalne crijevne mikrobiote covjeka.
Mogu rasti uz visoke koncentracije Zuci i natrijevog klorida. S obzirom da je njihova prisutnost
najcesce porijeklom iz crijeva ljudi 1 Zivotinja, njihovo prisustvo u moru ukazuje na fekalno
onecisc¢enje. U kombinaciji s fekalnim koliformima mogu dati precizniju informaciju o izvoru
zagadenja. Otporniji su na morsku vodu tako da u njoj preZivljavaju duZe u odnosu na ukupne
koliforme. Zbog toga su bolji pokazatelji starijeg oneciS¢enja te mogu pruziti informaciju
koliko je vremena proslo od utjecaja otpadne vode (4).

1.2.3 Clostridium perfrigens
Clostridium perfrigens je gram pozitivni $tapi¢. Anaerobna je sporogena bakterija. Rasiren je u

prirodi, a u ¢ovjeka se moze naci u probavnom sustavu ili u genitalnom sustavu 1-10 % zdravih
zena. U otpadnim vodama fekalnog porijekla moze se na¢i u visokim koncentracijama (2). Zbog
mogucnosti stvaranja spora, otporniji je od standardnih indikatora fekalnog oneciScenja.

Koncentracije C. perfrigens pokazuju korelaciju s udaljenosti od mjesta ispusta otpadnih voda,



Sto ukazuje da bi se ova vrsta mogla koristiti kao indikator udaljenijeg izvora onecis¢enja ili
isprekidanog oneciscenja (4).

1.2.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram-pozitivni kok koji formira skupine slicne grozdovima. Na
krvnom agaru raste u obliku bjelkastih kolonijea koje s vremenom mogu postati zute, i otuda
naziv aureus (zlatni) (2). S. aureus je uglavnom povezan s infekcijama koze kod korisnika
rekreacijskih voda (uglavnom bazena). Ceste infekcije ukljuduju zaraZene rane i ogrebotine,
¢ireve, gnojnice, dermatitis i folikulitis. lako S. aureus nije prirodni stanovnik okolisnih voda,
pronaden je i u pijesku i vodi na morskim plazama te u slatkovodnim vodama. Glavni rezervoari
za S. aureus su koza, nos, usi i sluznice toplokrvnih zivotinja. Korisnici rekreacijskih voda
oslobadaju ove organizme u vodu (5). Njihova prisutnost u vodama za kupanje je nesumnjivo
ljudskog porijekla, bilo da u vodu dospijevaju fekalnim onec¢is¢enjem ili izravno s ljudi prilikom
kupanja. Ova vrsta preporucuje se kao indikator u bazenima za kupanje. Rezistentniji je na klor
od koliformnih bakterija, pa kloriranje vode u bazenima u potpunosti ne isklju¢uje moguénost
infekcije (4).

1.2.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aerugionosa je aerobni, gram-negativni Stapi¢. Ne stvara spore i katalaza su
pozitivni (2). P. aeruginosa se u okolisu moze se pronaci u fecesu, tlu, vodi i otpadnim vodama.
Cesto je izoliran iz morske i slatke vode. P. aeruginosa je povezan s osipom koZe
(folikulitisom) te infekcijama oka i uha nakon izlaganja tijela kontaminiranoj rekreacijskoj
vodi. Ne smatra se da je gutanje znacajan nacin infekcije. P. aeruginosa takoder moze
uzrokovati infekcije plu¢a, mokraénog sustava i gastrointestinalnog trakta. lako je vode¢i uzrok
sepse, manje je vjerojatno da ¢e do nje do¢i putem izlaganja tijekom rekreacije u vodi (5).
1.2.6 Salmonella spp.

Salmonella je gram-negativni fakultativno anaerobni Stapi¢. Uzro¢nik je tifusne i paratifusne
groznice, trovanja hranom i gastroenteritisa. Salmonella se, kao i druge enterobakterije, Siri
fekalno-oralnim putem. Trenutno postoji vise od 2.500 serotipova Salmonella u svijetu te se
svake godine pojavljuju novi. Serotipizacija Salmonella je dugotrajan je i slozen posao izuzetno
vazan za epidemioloska istrazivanja. Pri serotipizaciji Salmonella, potrebno je identificirati s
odgovaraju¢im protutijelima epitope lipopolisaharida u bakterijskoj membrani (O antigeni) i
proteine flagela (H antigeni) (8). Probavni sustav ljudi i zivotinja predstavlja izvore Salmonella,
a postoji mnogo potencijalnih puteva za prijenos izluCenih patogena. Salmonella pokazuje

visok stupanj otpornosti na razliCite stresne faktore, Sto im pruza vecu sposobnost opstanka u



promjenjivom okoliSu (9). MoZe do¢i u more izravno s fekalijama zarazenih ljudi ili Zivotinja
ili neizravno, primjerice, putem otpadnih voda ili ispustanja s poljoprivrednog zemljista (6).
Unato¢ tome $to bakterija Salmonella spp. nije uklju¢ena u medunarodnu legislativu kao
rutinski pokazatelj kakvoce morske vode, prisutnost/odsutnost ove bakterije takoder je
pokazatelj kvalitete morske vode. Prisutnost Salmonella spp. povezana je s vodenim tokovima
u koje se ispusta otpadna voda bez prethodne obrade (7). Medutim, prisutnost bakterija iz roda
Salmonella utvrdena je u tretiranim i netretiranim otpadnim vodama. Prema istrazivanjima, ¢ak
i najefikasnija obrada otpadnih voda samo smanjuje njihov broj, ali ih ne uklanja u potpunosti.
Salmonella u moru zivi kratko, a infekcije su rijetke zbog visoke infektivne doze. Opasnost
postoji kod konzumiranja Skoljkasa (4). Oni se hrane filtriranjem morske vode te se na taj na¢in
Salmonella u njima koncentrira. lako pripadnici roda Salmonella nisu prirodni stanovnici
vodenog okolisa, nekoliko serotipova Salmonella Siroko je rasprostranjeno u vodi (morskoj,
estuarijskoj, rije¢noj) i u razli¢itoj morskoj hrani, s najve¢om ucestalo§¢u upravo u skoljkama,

kozicama, dagnjama ali i razli¢itim vrstama riba (10).

1.2.7 Humani virusi i kolifagi
Virusi prezivljavaju u morskom okoliSu tijekom duzeg razdoblja, Sto mozZe dovesti do

poveéanog rizika za zdravlje tijekom izlozenosti ljudi. Vjeruje se da humani crijevni virusi
uzrokuju vecéinu bolesti prenesenih vodom u svijetu. Ova skupina virusa ima znacajan utjecaj
na javno zdravlje. Ovi patogeni povezani su s razli¢itim ljudskim bolestima, od o¢nih 1
respiratornih infekcija do gastroenteritisa 1 asepticnog meningitisa. Infekcije uzrokovane
humanim virusima prouzrokuju viSe od 2 milijuna smrtnih slu¢ajeva svake godine, uglavnom
u zemljama u razvoju (11). Rotavirus (RoV) i norovirus (NoV) su medu najces$ce prisutnim
humanim crijevnim virusima u onec¢is¢enim priobalnim vodama te su glavni uzrocnici virusnog
gastroenteritisa u svijetu. Zbog malog broja humanih virusa u prirodnim vodama tesko ih se
otkriva, a niska infektivna doza (ponekad samo 10 Cestica) zahtjeva u¢inkovitu koncentraciju

tijekom postupka odredivanja (12).

Kolifagi su virusi koji su infektivni za E. coli. Nedavno su se poceli koristiti kao indikatori
fekalnog oneciS¢enja, uz standardni pokazatelj, E. coli. Trenutni propisi za procjenu
mikrobioloSke kakvoc¢e mora za kupanje uglavnom se oslanjaju na ispitivanje indikatorskih
bakterija pokazatelja fekalne kontaminacije, poput E. coli i enterokoka, iako je prepoznato da
je njihovo odredivanje nedovoljno za predvidanje prisutnosti virusa. Sve viSe se prihvaca

vrijednost kolifaga, posebice somatskih kolifaga, kao indikatora fekalne/virusne kontaminacije.



Stoga se ukljucuju u brojne smjernice i propise o kakvoc¢i voda, Sto omogucava sveobuhvatniju

procjenu mikrobioloskog rizika (13).

1.3 Zakonska legislativa i ostali relevantni dokumenti

1.4 Direktiva o upravljanju kvalitetom vode za kupanje (BWD, 2006/7/EC)

Direktiva o upravljanju kvalitetom vode za kupanje (Directive concerning the management of
bathing water quality, Bathing Water Directive, BWD 2006/7/EC) je direktiva Europske unije
koja regulira kakvoéu voda za kupanje s ciljem zastite zdravlja ljudi koji se kupaju u prirodnim
vodama. Ova direktiva postavlja standarde i zahtjeve za pracenje kakvoce voda za kupanje te
pruza smjernice za poboljSanje i odrzavanje kakvoce voda. Svaka ¢lanica EU-a, ukljucujuéi
Hrvatsku, duzna je primjenjivati odredbe ove Direktive. Direktiva utvrduje parametre i
mikrobioloSke pokazatelje kakvoée voda za kupanje, kao $to su koncentracije bakterija poput
E. coli i enterokoka. Clanice EU-a obavezne su redovito pratiti kakvoéu voda za kupanje
tijekom sezone kupanja. Informacije o kakvo¢i voda za kupanje moraju biti javno dostupne,
pruzaju¢i gradanima informacije o sigurnosti kupanja. Ako rezultati ispitivanja pokazu
nezadovoljavajucu kakvocu voda, €lanice su obavezne poduzeti mjere kako bi zastitile zdravlje
javnosti, ukljucujuéi i zabranu ili ogranicenje kupanja na odredenim lokacijama. U Hrvatskoj
primjena Direktive provodi se kako bi se osigurala sigurnost i kvaliteta voda za kupanje na
obalama mora, rijeka i jezera, prate¢i postupke i standarde propisane u okviru Europske unije
(14).

1.4.1 Uredba o kakvoc¢i mora za kupanje (NN 73/2008)

Uredba o kakvo¢i mora za kupanje (NN 73/2008) je Uredba prema kojoj se u Republici
Hrvatskoj kontrolira kakvo¢a mora na lokacijama namijenjenim kupanju. Temelj za pripremu
ove Uredbe bila je EU BWD. U skladu s Uredbom, odredeni su parametri kakvoce mora,
ukljucujuéi fizikalno-kemijske i mikrobioloSke parametre. To ukljucuje pra¢enje koncentracije
bakterija poput Escherichia coli i crijevnih enterokoka. Pra¢enje ukljucuje uzimanje uzoraka
mora i laboratorijska ispitivanja kako bi se osiguralo da su rezultati u skladu s propisanim
standardima. Rezultati ispitivanja kakvoce mora moraju biti dostupni javnosti. Informacije se
obi¢no objavljuju na vidljivim mjestima na lokacijama za kupanje ili putem internetskih
stranica. U slu¢aju nezadovoljavaju¢e kakvoée mora, Uredba propisuje mjere koje treba
poduzeti kako bi se zastitilo zdravlje kupaca. To moZe ukljucivati postavljanje upozorenja,
privremenu zabranu kupanja ili druge preventivne mjere. Uredba o kakvo¢i mora za kupanje
osigurava da se standardi kakvoc¢e mora prate 1 odrzavaju na visokoj razini kako bi se osigurala

sigurnost svih koji koriste more za kupanje u Republici Hrvatskoj (1).



1.4.2 Smjernice o kvaliteti rekreacijskih voda (SZO, 2021.)
Smjernice Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) o kvaliteti rekreacijskih voda imaju za cilj

smjernice azuriraju znac¢ajan sadrzaj iz Smjernica WHO iz 2003. godine. SZO smijernice nisu
obavezujuce, ve¢ su preporuka i pomo¢ nacionalnim i lokalnim vlastima, kao i drugim
subjektima koji imaju obvezu poduzimanja odgovaraju¢ih mjera u vezi s sigurnoscu
rekreacijskih voda. Mogu se primjenjivati zajedno s obavezuju¢im mjerama za zastitu okolisa
na lokacijama koje su odredene za kupanje. Smjernice opisuju trenutaéno stanje znanja o
mogucim negativnim zdravstvenim utjecajima rekreacijskog koriStenja obalnih i slatkovodnih
okolisa. Smjernice pruzaju preporuke za postavljanje nacionalnih ciljeva unaprjedenja zastite
zdravlja, provodenje procjena rizika te uspostavu upravljanja vodama u cilju identifikacije,
pracenja i kontrole tih opasnosti, uz pripadajuce pracenje javnog zdravlja i komunikaciju (5).
1.43 Sz0O 018.

Trenutna EU BWD je u postupku revizije od strane Europske komisije a jedna od podloga za
taj postupak je dokument Preporuke SZO objavljen 2018. godine. Ovaj dokument daje pregled
trenutnog znanja i novije znanstvene literature o postoje¢im pokazateljima u EU BWD
(intestinalni enterokoki i E. coli). Takoder, u dokumentu se razmatra moguénost uklju¢enja
dodatnih pokazatelja u rutinski monitoring (virusni indikatori i Stetni cvatovi algi) te se
sagledavaju problemi vezani za nove pokazatelje. Ukratko, ovaj dokument preporucuje da se u
EU BWD kao obavezni pokazatelji zadrze samo dva pokazatelja koji se trenutno ispituju
(crijevni enterokoki i E. coli), kao i Cetiri kategorije kvalitete (izvrsno, dobro, zadovoljavajuce
i nezadovoljavajuce), umjesto predlozene tri kategorije (izvrsno, dobro i nezadovoljavajuce).
PredloZzene promjene ukljucuju povecanje godiSnjeg minimalnog broja uzoraka s cCetiri na
dvadeset, te koriStenje vrijednosti 95. percentila za svaku kategoriju Klasifikacijskog sustava,

umjesto kriterija temeljenog na kombinaciji 95. i 90. percentil (15).

Takoder, SZO Preporuke bave se pitanjem prostorno-vremenskih varijacija u kvalitete vode
za kupanje, $to svakako treba uzeti u obzir prilikom odredivanja broja lokacija na kojima ¢e
se pratiti kakvo¢a mora na pojedinoj plazi, kao 1 ucestalost te doba dana uzimanja uzoraka.
Na kakvoc¢u mora u obalnom pojasu utjecat ¢e brojni ¢imbenici, poput vrste fekalnog
onecisc¢enja, vremenskih uvjeta, posebno jakost Suncevog zracenja i oborina, zatim vjetra,
morskih struja i mijena, gustoée kupaca (Enns, 2012). Ukoliko se opisane varijacije ne uzmu
u obzir, kvaliteta vode moze utjecati na povecani rizik od bolesti povezanih s kupanjem, a

da pri tome nezadovoljavajuca kakvoc¢a mora za kupanje ostane nezabiljezena.



2 CIL

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati pojavnost Salmonella spp. u moru za kupanje na uzem
podrucju grada Rijeke, u razli¢itim okoliSnim uvjetima (oborine, jakost Suncevog zracenja,
temperatura mora, salinitet). Takoder, ispitane su prostorne i vremenske varijacije u pojavnosti

Salmonella spp., uz navodenje detektiranih vrsta salmonele.

Dodatno, ispitana je povezanost pojavnosti Salmonella spp. s pokazateljima fekalnog
onecis¢enja koji se rutinski odreduju prema Uredbi (NN 73/08) (E. coli i enterokoki) te s
dodatnim fekalnim (C. perfringens) i ne-fekalnim (S. aureus, P. aeruginosa, UBB/37/22)

pokazateljima mikrobioloskog optereéenja.

Procijenjeno je moze li se pracenjem rutinskih pokazatelja fekalnog onecisc¢enja (E. coli i

crijevnih enterokoka), iskljuéiti mogucnost kontakta kupaca s bakterijama Salmonella spp.



3 METODE
3.1 Materijali

Istrazivanje je provedeno u okviru projekta ,,Ususret novoj direktivi Europske unije o
upravljanju kvalitetom vode za kupanje* (EUROBATH) (16), financiranim od Hrvatske
zaklade za znanost (HZZ), u razdoblju od 17. svibnja 2021. do 25. rujna 2023. godine. Cilj ovog
projekta bio je unaprjedenje postoje¢eg monitoringa te definiranje smjernica za reviziju
aktualne hrvatske regulative vezane za problematiku upravljanja kakvo¢om mora za kupanje, u
cilju postizanja bolje zastite zdravlja ljudi. Projektne aktivnosti bile su usmjerene na istrazivanje

¢imbenika koji utjecu na prostorno-vremenske varijacije u kvaliteti obalnog mora.

3.2 Podrugje istrazivanja

Za ovo istrazivanje odabrane su Cetiri plaze u zapadnom dijela grada Rijeke, koje imaju 6
lokacija uzorkovanja. U cilju postizanja gus¢e mreze lokacija uzorkovanja, istrazivanje je
provedeno na 6 dodatnih (profilnih) lokacija, $to ukupno ¢ini 12 lokacija (Tablica 3). Lokacije
uzorkovanja izabrane su na temelju podataka iz prethodnih godina, te zbog karakteristika, kao
Sto su udaljenost od izvora zagadenja i prisutnosti izvora slatke vode (priobalnih izvora) na
plazi. Plaze se prostiru od lokacije 3. maj, koja se nalazi nedaleko brodogradilista 3. maj,

zapadno do plaze Ploce. Raspon svih lokacija uzorkovanja iznosi 1.4 km.

Tablica 3: Popis rutinskih i dodatnih (profilnih) lokacija istrazivanja

RB | Lokacija ID Eurobath
oznaka
1. | Kantrida — istok 6054 VR1-1
2. | Kantrida — istok profilna* VR1-2
3. | Kantrida — zapad profilna* VR1-3
4. | Kantrida — zapad 6053 VR1-4
5. | Kantrida - RC 3. Maj 6052 VR2-1
6. | Kantrida - RC 3. Maj profilna* VR2-2
7. | Nogometno igraliste profilna* VR3-1
8. | Nogometno igraliste 6317 VR3-2
9. | Ploce — istok profilna* VR4-1
10. | Ploge — istok 6057 VR4-2
11. | Ploce — zapad profilna* VR4-3
12. | Plo¢e — zapad 6267 VR4-4

*sivo su oznaCene dodatne (profilne) lokacije

Plaze i tocke uzorkovanja prikazane su na Slikama 2-5.



Kantrida — zapad A

Slika 2: Satelitski prikaz plaze Kantrida sa tockama uzorkovanja. Crveno su oznacene
dodatne (profilne lokacije). lzvor: https://vrtlac.izor.hr/static/plaze/

Slika 3: Satelitski prikaz plaze 3. maj sa tockama uzorkovanja. Crveno je oznacene dodatne
(profilne lokacije). lzvor: https://vrtlac.izor.hr/static/plaze/
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Zaf

Slika 4: Satelitski prikaz plaze Nogometno igraliste Sa tockama uzorkovanja. Crveno je
oznaéene dodatne (profilne lokacije). Izvor: https://vrtlac.izor.hr/static/plaze/

[

Ploce — istok Plo¢e — istok profilna

Slika 5: Satelitski prikaz plaze Ploce sa tockama uzorkovanja. Crveno su oznac¢ene dodatne
(profilne lokacije). lzvor: https://vrtlac.izor.hr/static/plaze/
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3.3 Uzorkovanje

U okviru projekta EUROBATH uzorkovanje se na navedenim lokacijama provodilo tijekom tri
sezone kupanja, jednom tjedno, ve¢om frekvencijom u odnosu na rutinski monitoring u kojem
se uzorkuje jedanput u dva tjedna, u cilju procjene uéinka ucestalosti uzorkovanja na rezultate
ispitivanja kakvoce mora za kupanje. Jedanput u dva tjedna uzorkovanje se provodilo dva puta
tijekom jednog dana, u prijepodnevnim i popodnevnim satima, u cilju procjene ucinka doba
dana na rezultate ispitivanja. Dakle, uzorkovanje se naizmjeni¢no po tjednima provodilo u
jutarnjem terminu, odnosno u jutarnjem i popodnevnom. U tjednu kada se uzorkovalo samo u
jutarnjem terminu uzimali su se samo uzorci rutinskih tocaka, a u tjednu kada se uzorkovalo u

dva termina uzimali su se uzorci rutinskih i profilnih tocaka.

Uzorkovanje je provedeno u skladu s Uredbom o kakvo¢i mora za kupanje (NN 73/08).
Koristene su boce kapaciteta 2 L litara, od ¢ega 1 L za pokazatelj Salmonella spp., a 1 L za
ostale mikrobioloske pokazatelje. Na svakoj boci je nazaceno ime tocke i redni broj uzorka. Uz
uzorkovanje je voden zapisnik, a u formular je upisivano: datum i vrijeme uzorkovanja,
temperatura mora i zraka, vjetar, oborine, vremenske prilike i salinitet. Uzorci su po zavrsetku
uzorkovanja u §to kracem roku dostavljeni u laboratorij za mikrobiologiju voda Nastavnog
zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske zupanije. Tijekom tri sezone kupanja ukupno

je prikupljeno 1119 uzoraka.

3.4 Metode za mikrobioloske pokazatelje

3.4.1 Metoda ulijevanja
Kultivacija i brojanje heterotrofnih bakterija provela se metodom ulijevanja (engl. pour plate)

prema normi HRN EN 1SO 6222. Uzorak se dobro homogenizira i spali se grlo boce. Odabere
se razrjedenje uzorka tako da je ukupni broj kolonija koji se broji izmedu 30 1 300. Uzorak ili
razrjedenje dodaje se u praznu sterilnu Petrijevu zdjelicu u koju se dodaje 10 ml rastaljenog i
temperiranog agara Marine agara (BD Difco). To je hranjiva podloga namijenjena kultivaciji
heterotrofnih bakterija iz uzoraka mora. Hranjivi medij znatno je bogatiji mineralima u odnosu

na standardni YEA (eng. Yeasr Extract Agar).

Vrijeme izmedu dodatka uzorka i temperiranog agara ne bi smjelo biti duze od 15 min. Petrijeve
ploce puste se na ravnoj povrsini 0ko 10 minuta kako bi se agar skrutio. Za svaku temperaturu
potrebno je nacijepiti jednu plocu. Petrijeve ploce se preokrenu te se inkubiraju pri (36 £ 2)°C
/ (44 £ 4) h te na (22 £ 2)°C / (68 = 4) h (Slika 16). Na svakoj ploci izbroje se sve porasle
kolonije, aerobne mezofilne bakterije, kvasci, plijesni, a rezultat se izrazava kao CFU/mL pri
temperaturi inkubacije (36 °C ili 22 °C).
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Ukoliko je u Petrijevoj plocici koja je nacjepljena s najve¢im koristenim razrjedenjem izraslo

vise od 300 kolonija, rezultat se izrazava kao " > 300".

3.4.2 Membranska filtracija
Za odredivanje mikroorganizama primijenjena je tehnika membranske filtracije. Prije obrade,

uzorak se homogenizira mijeSanjem sadrzaja okretanjem boce nekoliko puta. Membranska
filtracija provodi se pomoc¢u rampe s metalnim lijevcima koji su prosli postupak sterilizacije
autoklaviranjem (121°C/15 min). Protocnom pumpom stvara se vakuum koji provlaci uzorak
kroz jednokratne sterilne filtere. Nakon postupka filtracije, filteri se sterilnom pincetom polazu
na selektivne hranjive podloge te inkubiraju na temperaturama definiranim u standardnim
metodama, ovisno o traZzenoj bakterijskoj vrsti. Duljina trajanja inkubacije takoder je odredena
standardnom metodom kao i1 eventualni posebni uvjeti za rast bakterija poput vlaznosti,
dostupnost kisika (aerobi, anaerobi, mikroaerofili). Broj poraslih kolonija na filteru izraZzava se
kao CFU/100 mL uzorka (ili nekom drugom propisanom volumenu, npr. 1000 mL).
Bakterijskim vrstama, koje nakon membranske filtracije prolaze postupak umnozavanja u
hranjivom bujonu (Salmonella spp.), nije moguce odrediti broj, u tom se slucaju rezultat

izrazava kao ,,prisutna® ili ,,odsutna®..

3.4.2.1 Crijevni enterokoki
Za odredivanje crijevnih enterokoka primijenjena je akreditirana standardna metoda HRN EN

ISO 7899-2:2000. Hranjiva podloga SBA (engl. Slanetz-Bartley Agar) na koju je prenesen
filter, inkubirana je tijekom 48 h pri 36 + 2°C. Porast tamno crvenih do smeckastih kolonija
smatra se pozitivnim nakon provedbe potvrdnog testa. PremjeStanjem filtera s poraslim
kolonijama na BAA podlogu (Zu¢ni eskulin azid agar, engl. Bile-Aesculine Agar) te
inkubacijom tijekom 2 h pri 44 + 0,5°C, oko pozitivnih kolonija stvara se crna halo zona, zbog
moguénosti enterokoka da hidroliziraju eskulin do 6,7-dihidroksikumarina koji s Fe** stvara
obojenu tvar koja difundira u medij.(17)

3.4.2.2  Escherichia coli

Za odredivanje vrste E. coli primijenjena je akreditirana temperaturno modificirana standardna
metoda HRN EN 1SO 9308-1:2014/A1:2017, prilagodena za uzorke morske vode. Metoda se
temelji na kultivaciji profiltriranog uzorka na kromogenoj CCA (engl. Chromogenic Coliform
Agar) hranjivoj podlozi tijekom 4-5 h pri 36 £+ 2 °C te tijekom 19-20 h pri 44+0,5°C. Veéina E.
coli (94-97%) sadrzi enzime B-D-galaktozidaza i B-D-glukuronidaza. Reakcija oba enzima
istovremeno sa kromogenim supstratom podloge omogucuje nastanak plavo-ljubicastih

kolonija koje se broje kao E. coli.(18)
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3.4.2.3  Clostridium perfringens
Za odredivanje vrste C. perfringens primijenjena je akreditirana standardna metoda HRN EN

ISO 14189:2016. Selektivna hranjiva podloga TSC (engl. Tryptose Sulfite Cycloserine agar)
na koju je prenesen filter, inkubirana je u anaerobnim uvjetima pri 44+1 °C tijekom 2143 h. C.
perfringens obi¢no stvara crne ili sive do zuto-smede kolonije, kao rezultat redukcije sulfita u
sulfide, koji reagira sa Zeljeznim solima sadrzanim u hranjivom mediju. Potvrdni test provodi
se s prethodno kultiviranim kolonijama na krvnom agaru (pri 36+1 °C tijekom 24 h) na nacin
da se sumnjive kolonije razmazu po filter papiru te se na njih nanesu 2-3 kapi reagensa kisele
fosfataze. Pojava ljubicaste boje u roku od 3-4 min smatra se pozitivhom reakcijom.(19)
3.4.2.4 Staphylococcus aureus

Za odredivanje vrste S. aureus u vodama nije publicirana standardna ISO metoda. U te je svrhe
koriStena metoda opisana u Standard methods 22 st. Ed 2017. 9213 B. Hranjiva podloga Baird
Parker + Egg Yolk inkubira se na 37 °C 1 ispituje nakon 24 h 1 48 h. Tipi¢ne kolonije S. aureus
su crne do sive boje, svjetlucave, konveksne (promjera 1-1,5 mm nakon 24 h inkubacije; 1,5-
2,5 mm nakon 48 h inkubacije), okruzene ¢istom zonom. Nakon najmanje 24 h moze se pojaviti
unutar bistre zone opalescentni prsten u neposrednom kontaktu s kolonijom. Atipi¢ne kolonije
mogu se pojaviti kao sjajne crne kolonije s ili bez uskog ruba; bistra zona je odsutna ili rijetko
vidljiva 1 opalescentni prsten je odsutan ili tesko vidljiv ili kao sive kolonije bez bistre zone.
Potrebno koristiti 0,22-um membranske filtere zbog moguénosti skupljanja stanica pod
utjecajem vecih koncentracija klora i gubljenja S. aureus uporabom 0,45-um filtera. Suspektne
kolonije potvrduju se dokaznim testovima: mikroskopskim preparatom, koagulaza i katalaza

testom

3.4.3 Pseudomonas aeroginusa
Za odredivanje vrste P. aeruginosa primijenjena je akreditirana standardna metoda HRN EN

ISO 16266:2008. Selektivna hranjiva podloga CN agar (Cetrimid agar) s prenesenim filterom
inkubirana je tijekom 48 h pri 41+£2°C. Porasle plavo-zelene kolonije koje stvaraju pigment
piocijanin identificiraju se kao pozitivne. Ostale porasle kolonije promatraju se pod UV
lampom. Fluoresciraju¢e kolonije dalje se identificiraju potvrdnim testom. Nasaduju se na
hranjivi nutrijent agar (NA agar), inkubiraju tijekom 24 h pri 36£2°C, a potom u acetamid bujon
(AB bujon) tijekom 24h pri 36+2°C. U bujon se dodaje Nesslerov reagens, koji zbog produkcije
amonijaka stvara narancasti talog, Sto potvrduje prisustvo vrste P. aeruginosa. Crvenkasto-
smede kolonije koje ne floresciraju broje se kao sumnjive na P. aeruginosa te se potvrduju
slijede¢im testovima: oksidaza testom (pozitivna reakcija), testom produkcije amonijaka

upotrebom acetamid bujona, pojavom fluorescencije na King's B mediju (21).
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3.4.3.1 Salmonella spp.
Salmonella spp. su odredivane prema normi HRN EN 1SO 19250:2013. Za identifikaciju u

morskoj vodi filtriran je uzorak vode od 1000 mL. Filter kroz koji je profiltriran uzorak
prenesen je u 50 ml hranjive puferirane peptonske vode (PPV) na te je inkubiran pri 36°C
tijekom 24 h. Nakon inkubacije, po 1 mL PPV prenesen je u MKTTn bujon (engl. Muller-
Kauffmann Tetrathionate Novobiocin broth) te u Selenit cistein bujon (za Shigella spp.), a 0,1
mL u RVS bujon (engl. Rappaport-Vassiliadis Soya Peptone broth). Nakon inkubacije tijekom
24 h, MKTTn i Selenit cistein bujona pri 36+2°C te RVS bujona pri 41£1°C, suspenzija se
ezom prenese na selektivne hranjive podloge SS agar (engl. Salmonella Shigella agar) i XLD
agar (engl. Xylose Lysine Deoxycholate agar). Nakon inkubacije tijekom 24 h pri 36+2°C,
porasle bakterije njeznog rasta s pojavom crnog centra suspektne su kao Salmonella spp.
Potvrdni testovi proveli su se pomoc¢u automatiziranog sustava za identifikaciju bakterijskih
vrsta prema biokemijskim reakcijama (VITEK®2) i masenom spektrometrijom s laserskom
desorpcijom uz pomo¢ matrice (MALDI-TOF MS, engl. Matrix Assisted Laser Desorption
lonization - Time-Of-Flight) te aglutinacijom.(22)

3.5 Fizikalno-kemijski pokazatelji

Fizikalno-kemijski pokazatelji koji su mjereni su: temperatura zraka, temperatura mora i
salinitet. Salinitet mora odredivao se terenskom sondom (YSI Model 30). Temperatura mora
mjerila se alkoholnim termometrom, s podjelom ljestvice 10/1 °C. Podaci za temperaturu zraka

su dobiveni od Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda (DHMZ).

3.6 Koli¢ina oborina i jakost Suncevog zracenja (Drzavni hidrometeoroloski zavod)

Podaci o koli¢ini oborina i jakosti Sunéevog zra¢enja 0sigurao je DHMZ.

3.7 Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazani pomocu deskriptivne statistike: relativna frekvencija, aritmetic¢ka sredina
I medijan, standardna devijacija (SD), interkvartilni raspon (IQR) i raspon podataka kao mjere
disperzije podataka, kao 1 graficki. Normalnost distribucije podataka testirana je pomocu
Kolmogorov-Smirnovljevog testa. S obzirom na to da distribucija podataka nije slijedila
normalnu razdiobu, korelacijska analiza provedena je primjenom Spearmanovog koeficijenta
korelacije, a za testiranje statisticke znacajnosti razlika izmedu pojedinih skupina podataka
primijenjeni su Mann-Whitney U. Hi hvadrat () test koristio se za utvrdivanje je li dobivena
(opazena) frekvencija odstupa od frekvencija koje bismo ocekivali pod odredenom hipotezom.
Statisticka analiza provedena je pomocu programskog paketa TIBCO Statistica v. 14.0.1.25
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD), na razini znac¢ajnosti p<0,05.
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3.7.1 Korelacija
Korelacija je jedan od najcescih statistickih postupaka kojim se izracunava povezanost dvaju

varijabli, no ne i jaina povezanosti te njihova uzro¢no — posljedi¢na veza [40]. Njena vrijednost
se broj¢ano iskazuje Pearsonovim ili Spearmanovim koeficijentom korelacije koji ukazuje na
povezanost promjena vrijednosti jedne varijable s promjenama vrijednosti druge varijable.
Koeficijent korelacije moze imati pozitivan (+) ili negativan (-) predznak, a on govori o smjeru

povezanosti. Znacajnost koeficijenta korelacije se iskazuje P vrijednoscu.

Pearsonov koeficijent korelacije se koristi za brojcane podatke u linearnom odnosu, odnosno
za varijable koje se mogu ocitati na omjernoj ili intervalnoj ljestvici. Oznacava se slovom r ili
rp 1 moze poprimiti pozitivne (od 0 do 1) i negativne (od 0 do -1) vrijednosti. Pozitivna
vrijednost oznacava istovremeni rast vrijednosti obje varijable, dok negativna ukazuje na porast
jedne, a pad druge varijable. Pearsonov koeficijent se izratunava ukoliko postoji normalna
raspodjela podataka, ako podaci obje varijable slijede omjernu ili intervalnu ljestvicu, ukoliko
se iz tockastog grafikona vidi da je zadovoljen uvjet linearne povezanosti te ako je ispitivanje

provedeno na velikom broju uzoraka (N > 35).

Spearmanov koeficijent korelacije se joS naziva i korelacija ranga i oznacava se slovima rho ili
rs. Izracunava se u slucaju raspodjele podataka koji znacajno odstupaju od normalne raspodjele
te za podatke koji slijede ordinalnu ljestvicu. Tijekom njegovog izra¢unavanja podaci ne moraju
biti linearno povezani kao kod Pearsonovog koeficijenta te nema broj¢anog ogranicenja
podataka, Sto znaci da se moze koristiti za manje broj uzoraka (N < 35). Ukoliko rs iznosi nula,
ne postoji povezanost izmedu varijabli.

Za tumacenje rezultata dobivenih korelacijom navode se koeficijent korelacije r 1 znacCajnost
koeficijenta korelacije P. Koeficijent korelacije se oznaava brojem s 2 decimalna mjesta, a P
s tri decimalna mjesta. Ukoliko je r znacajan na standardnu granicu znacajnosti P < 0,05,

koeficijent korelacije se smije tumaciti. Ovisno o vrijednostima koeficijenta korelacije,
odreduje se povezanost dviju varijabli:

. Nema povezanosti — od 0 do 0,25 ili od 0 do -0,25

. Slaba povezanost — od 0,25 do 0,50 ili od -0,25 do -0,50

. Umjerena do dobra povezanost — od 0,50 do 0,75 ili -0,50 do -0,75

. Vrlo dobra do izvrsna povezanost —od 0,75 do 1 ili -0,75 do -1

Dva se koeficijenta korelacije ne smiju izravno usporedivati. Medutim, moguce je ispitati

postoji li znacajna razlika izmedu korelacija dvaju podataka.
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3.7.2 Hi kvadrat test
Hi-kvadrat test se upotrebljava u vecini slucajeva ako se radi o kvalitativnim podacima ili ako

tim podacima distribucija znac¢ajno odstupa od normalne. Treba naglasiti da se hi-kvadrat test
racuna samo s frekvencijama pa u racun nije dopusteno unositi nikakve mjerne jedinice.
Osnovni podaci istrazivanja mogu biti i mjerne vrijednosti, ali u hi-kvadrat unose se samo

njihove frekvencije.

3.7.3 Mann-Whitney U test
Mann-Whitney U test je neparametrijski test statisticke obrade podataka. Njegova

parametrijska inacica jest t-test nezavisnih uzoraka. Da bi se Mann-Whitney U test primijenio,
vrijednosti podataka moraju biti usporedive veli¢ine mjerljive na ordinarnoj skali. Njime se
ispituje nulta hipoteza, odnosno razlike izmedu dvije skupine nezavisnih podataka na nacin da
se usporeduju vrijednosti njihovih medijana. Medijan ili centralna vrijednost (X) je numericka
varijabla koja oznacava sredinu distribucije gdje je 50 % podataka manje ili jednako, a ostalih
50 % vece ili jednako toj vrijednosti. Za razliku od aritmeticke sredine, manje je osjetljiv na
ekstremne vrijednosti, ¢ime se smatra izrazito pogodnim za primjenu prilikom nepravilne

distribucije podataka.

Naime, prilikom izrac¢una se sve vrijednosti obje skupine podataka svrstavaju u zajedni¢ki niz,
poredani od najmanjeg do najveéeg, te im se pridodaje odgovarajuéi rang. Najmanjoj se
vrijednosti pridruZuje prvi rang, dok se najvecoj pridruzuje maksimalan. Ukoliko se pojavi vise
jednakih podataka, svakome od njih se pridodaju podijeljeni rangovi dobiveni aritmetickom
sredinom. Nakon toga se zasebno zbrajaju rangovi dobiveni u jednoj i u drugoj grupi. Nadalje,
prema formuli Mann-Whitney testa izratunava se z-vrijednost. Prilikom izrauna uzimaju se
vrijednosti jedne skupine podataka (ishod je isti bez obzira na skupinu), odnosno njihova suma
rangova. Suma rangova oznacava broj podataka unutar skupine te broj ukupnih podataka.
Ukoliko je z-vrijednost veca od 1,96 na razini statisticke zna¢ajnosti od 5 %, dvije se ispitivane

skupine statisticki zna¢ajno razlikuju.
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4  REZULTATI

4.1 Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka
Na slici 6 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka (3,7%) u ukupnom broju ispitanih
uzoraka (1119).

41 (3,7%)

® Salmonella-negativni
» Salmonella-pozitivni

Slika 6. Udio Salmonella-pozitivnih i negativnih uzoraka.

Slika 7 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka koji je ocijenjen zadovoljavaju¢om
ocjenom (more pogodno za kupanje), prema kriterijima iz Uredbe (NN 73/08).

" Salmonella-pozitivni uzorci UKUPNO more pogodno za kupanje

Slika 7. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka s udjelom uzoraka pogodnih za kupanje.
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Na slici 8 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka u uzorcima prikupljenim tijekom

prijepodneva i popodneva.

r poslijepodne 1

- UKUPNO

Broj uzoraka

m prijepodne  m popodne

m Salmonella-pozitivni uzorci UKUPNO

Slika 8. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka tijekom prijepodneva i popodneva

Slika 9 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka s udjelom uzoraka ocjenjenih kao more

pogodno za kupanje, tijekom prijepodneva i popodneva.

30
25
o 20 24/669 =
= 3,6%
Q
515 17/450 =
:Eu 10 16/24 = 3,8%
66,7% 12/17 =
< 70,6%
0
Salmonella-pozitivni more pogodno za Salmonella-pozitivni more pogodno za
uzorci kupanje uzorci kupanje
PRIJEPODNE POPODNE

Slika 9. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka s udjelom uzoraka pogodnih za kupanje tijekom
prijepodneva i popodneva
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4.1.1 Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po lokacijama
Slika 10 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj plazi. Najveci udio

Salmonella-pozitivnih uzoraka (5,3 %) zabiljezen je na dvije plaze (3. Maj i Nogometno

igraliSte), a najmanji na plazi Ploce (3,7 %).

53 53

1 3,7

Salmonella-pozitivniuzorci (%)
w

3. Maj Nog. igr. Kantrida Ploce

Lokacija

Slika 10. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj plazi

4.1.2 Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po godinama
Usporedujuéi rezultate tri sezone kupanja uocene su razlike u broju Salmonella-pozitivnih

uzoraka. Na slici 11 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj godini
ispitivanja u razdoblju od 2021. — 2023. godine. Najvec¢i udio zabiljezen je u 2023. godini (5,6
%), a najmanji u 2022. (2,1 %), a Hi kvadrat testom utvrdena je statisticki znacajna razlika
izmedu navedenih godina (y? = (1, N=780), p=0,0091).
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Slika 11. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj godini ispitivanja (2021. — 2023.)

4.1.3 Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po mjesecima
Na slici 12 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinom mjesecu ispitivanja

(svibanj — rujan), u istrazivanom razdoblju od 2021. — 2023. godine. Najve¢i udio Salmonella-
pozitivnih uzoraka zabiljezen je u rujnu, a najmanji u lipnju. Izmedu ta dva mjeseca uocena je

statisti¢ki znacajna razlika (y*> = (1, N=450), p=0,047).

w

4,1 4,1

~
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N

Salmonella-pozitivniuzorci(%)
w

=

svibanj lipanj srpanj kolovoz rujan

Mjesec

Slika 12. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinom mjesecu ispitivanja (svibanj —
rujan)

4.2 Ostali mikrobioloski pokazatelji

4.2.1 Ukupan broj bakterija pri 37 °C (UBB/37)
Na slici 13 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji optereéenja

ukupnim brojem bakterija pri 37 °C (UBB/37). Uzorci su prema opterecenju ukupnim brojem
bakterija podijeljeni u ¢etiri kategorije opterecenja: nisko <100, srednje 101-1000, visoko 1001-
2000, vrlo visoko >2000 CFU/mL. Najvec¢i udio Salmonella-pozitivnih uzoraka (5,2 %)
zabiljezen je u kategoriji srednjeg opterecenja (101-1000 CFU/mL) s UBB/37.
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UBB/37 (CFU/mL)

Slika 13. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterec¢enja ukupnim
brojem bakterija pri 37 °C (UBB/37)

4.2.2 Ukupan broj bakterija pri 22 °C (UBB/22)
Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji optereéenja ukupnim brojem

bakterija pri 22 °C (UBB/22).prikazan je na slici 14. Uzorci su prema optereéenju ukupnim
brojem bakterija podijeljeni u Cetiri kategorije opterecenja: nisko <100, srednje 101-1000,
visoko 1001-2000, vrlo visoko >2000 CFU/mL. Najvec¢i udio Salmonella-pozitivnih uzoraka
(5,2 %) zabiljeZen je u kategoriji visokog opterecenja (1001-2000 CFU/mL) s UBB/22.

~

6,4

Salmonella-pozitivniuzorci(%)

0,0
<100 101-1000 1001-2000 >2000
UBB/22 (CFU/mL)
Slika 14. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterec¢enja ukupnim

brojem bakterija pri 22 °C (UBB/22)
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4.2.3 Escherichia coli
Slika 15 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji optereéenja E.

coli. Uzorci su podijeljeni u Cetiri kategorije opterec¢enja bakterijom E. coli: nisko <100, srednje
101-200, visoko 201-300, vrlo visoko >300 CFU/100 mL. Najvec¢i udio Salmonella-pozitivnih
uzoraka potvrden je u kategoriji srednjeg optere¢enja vode s E. coli (101-200 CFU/100 mL), a
zanimljivo je da se u uzorcima vrlo visokog opterecenja (>300 CFU/100 mL) Salmonella nije
dokazana. Statisticki znacajna razlika u pojavnosti Salmonella utvrdena je izmedu uzoraka

niskog i srednjeg opterecenja E. coli (> = (1, N=965), p=0,003).
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4,2
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Salmonella-pozitivniuzorci(%)

O = N W B U O N 0 W

0,0

<100 101-200 201-300 >300
E. coli (CFU/100 mL)

Slika 15. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterecenja E. coli

Na Slici 16. prikazan je medijan vrijednosti broja E. coli u Salmonella-pozitivnim i negativnim
uzorcima. Mann-Whitney U testom utvrdena je statisticki znacajna razlika u vrijednosti
medijana broja E. coli pozitivnih i negativnih uzoraka (M-W test, Z=2,24, p=0,025). U
Salmonella-pozitivnim uzorcima medijan broja E. coli iznosio je 110,0 CFU/100 mL (raspon
0,0 — 2000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 241.2+383.1 CFU/100 mL, IKR 33.0 — 260.0 CFU/100 mL), a
u Salmonella-negativnim uzorcima 14,0 (raspon 0,0 — 5000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 99,9+300,9
CFU/100 mL, IKR 3,0 — 70,0 CFU/100 mL).
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Koncentracija Escherichia coli u Salmonella pozitivnim i negativnim uzorcima, s prikazom
medijana (0), 25% - 75% percentila ([J), raspona rezultata bez ekstrema() i ekstrema (O).

4.2.4  Crijevni enterokoki
Slika 17 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterecenja

enterokokima. Uzorci su podijeljeni u Cetiri kategorije opterecenja crijevnim enterokokima:
nisko <60, srednje 61-100, visoko 101-200, vrlo visoko >200 CFU/100 mL. Najvec¢i udio
Salmonella-pozitivnih uzoraka (14,3 %) utvrden je u kategoriji uzoraka koja je bila
najopterecenija s crijevnim enterokokima (>200 CFU/100 mL). Najmanji udio Salmonella-
pozitivnih uzoraka (1,9 %) zabiljeZen je u kategoriji uzoraka niskog opterecenja s crijevnim
enterokokima (<60 CFU/100 mL) te se ta grupa uzoraka statisticki zna¢ajno razlikovala od
kategorije srednjeg (¥ = (1, N=974), p=0,034), visokog (x> = (1, N=934), p<0,001), i vrlo
visokog opterecenja (y* = (1, N=915), p<0,001).
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Slika 17. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterecenja
enterokokima

Na Slici 18. prikazan je medijan vrijednosti broja E. coli u Salmonella-pozitivnim i negativnim
uzorcima. Mann-Whitney U testom utvrdena je statisticki znacajna razlika u vrijednosti
medijana broja E. coli pozitivnih i negativnih uzoraka (M-W test, Z=2,24, p=0,025). U
Salmonella-pozitivnim uzorcima medijan broja E. coli iznosio je 110,0 CFU/100 mL (raspon
0,0 — 2000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 241.2+383.1 CFU/100 mL, IKR 33.0 — 260.0 CFU/100 mL), a
u Salmonella-negativnim uzorcima 14,0 (raspon 0,0 — 5000,0 CFU/100 mL, sr. vr. 99,9+300,9
CFU/100 mL, IKR 3,0 — 70,0 CFU/100 mL).
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Slika 18. Koncentracija crijevnih enterokoka u Salmonella pozitivnim i negativnim uzorcima,
s prikazom medijana (0), 25% - 75% percentila(z), raspona rezultata bez ekstrema() i
ekstrema (O).

4.2.5 Pseudomonas aeruginosa
Na slici 19 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji optereéenja

P. aeruginosa. Uzorci su podijeljeni u tri kategorije optereCenja P. aeruginosa: nisko <10,
srednje 11-100, visoko >100 CFU/100 mL. Zanimljivo je da u kategoriji uzoraka visokog
opterecenja P. aeruginosa (>100 CFU/100 mL) prisutnost Salmonella nije dokazana. Izmedu
kategorija niskog (<10 CFU/100 mL) i srednjeg optereé¢enja (<100 CFU/100 mL) utvrdena je
statisticki znacajna razlika (% = (1, N=889), p=0,006).
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Slika 19. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterecenja P.
aeruginosa

4.2.6 Staphylococcus aureus
Na slici 20 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji optereéenja

S. aureus. Uzorci su podijeljeni u tri kategorije opterecenja S. aureus: nisko <10, srednje 11-
100, visoko >100 CFU/100 mL. Kao i kod P. aeruginosa, u kategoriji visokog opterecenja S.
aureus (>100 CFU/100 mL) prisutnost Salmonella nije dokazana.
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Slika 20. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterecenja S. aureus
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4.2.7 Clostridium perfringens
Na slici 21 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji optereéenja

C. perfringens. Uzorci su podijeljeni u tri kategorije optere¢enja C. perfringens: nisko <10,
srednje 11-100, visoko >100 CFU/100 mL. Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je izmedu
kategorije niskog s kategorijama srednjeg (x> = (1, N=842), p<0,001) i visokog opterecenja (>
= (1, N=575), p<0,001).

12
10,5

10
7,7

Salmonella-pozitivniuzorci (%)

1,9

<10 11-100 >100
C. perfringens (CFU/100 mL)

Slika 21. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji opterecenja C.
perfringens

4.3 Utjecaj okolisnih ¢imbenika na udio Salmonella-pozitivnih uzoraka

4.3.1 Temperatura zraka
Obzirom na temperaturu zraka u trenutku uzorkovanja, uzorci su podijeljeni u dvije kategorije:

<25°C i >25°C. Slika 22 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka u dvije navedene
kategorije. Znacajno veci udio Salmonella-pozitivnih uzoraka (6,3 %) utvrden je u kategoriji
uzoraka uzetih pri temperaturi zraka < 25 °C u odnosu na uzorke uzete pri vi$im temperaturama
(2,4 %) (x* = (1, N=1119), p=0,001).
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Slika 22. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji temperature zraka

4.3.2 Temperatura mora
Uzorci mora su prema vrijednosti izmjerene temperature podijeljeni u dvije kategorije: <25°C

1>25°C. Na slici 23 vidljivo je da udio Salmonella-pozitivnih uzoraka visi (4,3 %) u uzorcima

u kojima je mjerena temperatura ispod 25 °C.
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Slika 23. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji temperature mora
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4.3.3 Salinitet
Uzorci mora su obzirom na vrijednosti saliniteta podijeljeni u dvije kategorije: <30 i >30. Slika

24 prikazuje da je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka vec¢i (11,2 %) u kategoriji uzoraka u
kojima je salinitet bio manji od 30. Hi kvadrat testom je izmedu ove dvije kategorije utvrdena
statisticki znacajna razlika (% = (1, N=1119), p<0,001).

12 11,2
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2,3

$<30 5230

Salinitet

o N B O

Salmonella-pozitivniuzorci (%)

Slika 24. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji saliniteta

4.3.4 Oborine
Na slici 25 prikazan je udio Salmonella-pozitivnih uzoraka, ovisno u koli¢ini oborina u

razdoblju prije uzorkovanja. Za oborine uzet je zbroj koli¢ine oborina na dan uzorkovanja i
prethodni dan. Uzorci su podijeljeni u tri kategorije: bez kise 0 mm, malo kise 1-10 mm, jaca
kisa >10 mm. Najveci udio Salmonella-pozitivnih uzoraka (11,8 %) uocen je u kategoriji
uzoraka prikupljanijih pri oborinama >10 mm, a najmanji (1,7 %) u kategoriji "bez kise". Hi

kvadrat testom utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu kategorije "bez kise" i kategorija
"malo kise" (y* = (1, N=789), p<0,001) te "jaca kisa" (x> = (1, N=414), p<0,001).
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Slika 25. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji koli¢ine oborina

4.3.5 Jakost Suncevog zracenja
Slika 26 prikazuje udio Salmonella-pozitivnih uzoraka u odnosu na jakost Suncevog zracenja.

Uzorci su podijeljeni u dvije kategorije: <2000 J/cm2 i >2000 J/cm?. U uzorcima mora koji su
prikupljeni za vrijeme Sunéevog zradenja jakosti <2000 J/cm?, udio Salmonella-pozitivnih
uzoraka bio je veéi (4,7 %) u odnosu na uzorke prikupljene pri Sun¢evom zracenju ja¢ine >2000

Jiem?.
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Slika 26. Udio Salmonella-pozitivnih uzoraka po pojedinoj kategoriji jakosti Suncevog
zracenja
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4.4 Korelacija ispitanih pokazatelja

Primjenom Spearmanove korelacijske analize utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu
saliniteta i svih mikrobioloskih pokazatelja (rs= - 0,123 — 0,462; p<0,05), izuzev UBB/22 i S.
aureus. Oborine (ha dan uzorkovana, na dan uzorkovana + 1 prethodni dan, na dan uzorkovana
+ 2 prethodna dana) su bile znacajno pozitivno povezane sa svim mikrobioloskim
pokazateljima (rs= 0,189 — 0,369; p<0,05), izuzev S. aureus koji je bio negativno koreliran (rs=
- 0,108 — 0,133; p<0,05), dok kod UBB/22 i UBB/37 nije utvrdena znacajna korelacija.
Pokazatelji fekalnog oneci$c¢enja, E. coli, crijevni enterokoki i C. perfringens medusobno su u
dobroj korelaciji (rs= 0,555 — 0,632; p<0,05), kao i sa P. aeruginosa (rs= 0,402 — 0,471,
p<0,05), medutim sa S. aureus znacajna korelacija nije utvrdena. Suncevo zracenje je u
negativnoj korelaciji sa svim mikrobioloskim pokazateljima (rs= - 0,071 — 0,335; p<0,05),
izuzev UBB/22 i S. auresa. Temperatura zraka je u pozitivnoj korelaciji s UBB/22, UBB/37 i
S. aureus (rs= 0,103 — 0,266; p<0,05), a u negativnoj korelaciji s E. coli, crijevnim
enterokokima i C. perfringens i P. aeruginosa (rs= - 0,096 — 0,356; p<0,05), (Tablica 4).
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Tablica 4. Prikaz Spearmanove korelacije ispitanih pokazatelja (podebljane vrijednosti ukazuju na statisti¢ki zna¢ajnu korelaciju)

Salinitet UBB/37' UBB/22? EC? ENT* PAS SA®

Salinitet -
UBB/37* 0,214 -
UBB/22? -0,011 0,531 -
EC? -0,367 0,048 0,059 -
ENT# -0,348 0,171 0,207 0,632 -
PAS -0,123 0,276 0,17 0,471 0,457 -
SAS 0,161 0,086 0,002 -0,051 0,008 -0,05 -
CP? -0,462 0,033 0,116 0,553 0,555 0,402 -0,049

Oborine 1 dan® -0,236 -0,085 0,035 0,224 0,249 0,206 -0,063
Oborine 2 dana® -0,298 -0,037 0,044 0,248 0,269 0,217 -0,108

Oborine 3 dana®® -0,308 -0,04 0,043 0,244 0,276 0,189 -0,133
T zraka'! 0,358 0,266 0,103 -0,199  -0,164 @ -0,096 0,176
Sunce!? 0,019 -0,071 -0,014 -0,179  -0,205 @ -0,246 -0,029

1UBB/37 — ukupni broj kolonija na 37 °C (CFU/mL)

2UBB/22 — ukupni broj kolonija na 22 °C (CFU/mL)

SEC — Escherichia coli (CFU/100 mL)

4ENT — crijevni enterokoki (CFU/100 mL)

SPA — Pseudomonas aeruginosa (CFU/100 mL)

8SA — Staphylococcus aureus (CFU/mL)

"CP — Clostridium perfringens (CFU/100 mL)

80borine 1 dan (mm) — oborine na dan uzorkovanja (mm)

°Oborine 2 dana (mm) — oborine na dan uzorkovanja + jedan prethodni dan (mm)
1°Oborine 3 dana (mm) — oborine na dan uzorkovanja + dva prethodna dana (mm)
1Tzraka — temperatura zraka (°C)

12Sunce — jakost Sungevog zracenja (J/cm?)
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5 RASPRAVA

Monitoring kakvoée mora za kupanje se u Hrvatskoj provodi u cilju ocuvanja zdravlja kupaca,
a propisan je Uredbom o kakvo¢i mora za kupanje (NN 73/08). Rutinski mikrobioloski
pokazatelji koji su prate su crijevni enterokoki i E. coli, a ovo je istrazivanje proSireno na
dodatne pokazatelje, P. aeruginosa, S. aureus, C. perfringens i Salmonella spp. Od fizikalno-
kemijskih pokazatelja mjereni su temperatura zraka, temperatura mora, salinitet, koli¢ina

oborina i jakost Suncevog zracenja.

Salmonella moze do¢i u more izravno s fekalijama zaraZenih ljudi ili zivotinja ili neizravno,
primjerice, putem otpadnih voda ili ispiranjem s poljoprivrednog zemljista (6). Prosjecan
salinitet otvorenog dijela Jadranskog mora iznosi 38. S obzirom na veliki raspon izmjerenog
saliniteta u ovom istrazivanju (od 0,5 do 38), mozZe se zakljuciti da je obalno more pod
znacajnim utjecajem pritoka slatke vode. Kopnene slatke vode nerijetko sadrze fekalno
onecisc¢enje zbog neispravno izgradenih septi¢kih jama na obali. Unato¢ tome $to Salmonella
nije uklju¢ena u medunarodnu legislativu kao rutinski pokazatelj kakvoce morske vode,
prisutnost ove bakterije ukazuje na sanitarnu kakvocu obalnog mora. Garrido-Perez i suradnici
su u svom istrazivanju zakljucili kako odsutnost fekalnih koliforma u rekreacijskim vodama ne
znaci nuzno da nije prisutno fekalno oneciscenje, te je za tocniju sliku onecis¢enja potrebno
uzeti u obzir i druge bakterije (24). Jedan od tih dodatnih pokazatelja mogla bi biti upravo

Salmonella.

Salmonella je u nasem istrazivanju dokazana u 41 uzorku (3,7%) od kojih je 28 oznaceno kao
more pogodno za kupanje. Tako znacajan udio nam ukazuje kako trenutni pokazatelji kakvoce
mora za kupanje nisu dovoljni da otklone sumnju na moguénost kontaminacije mora
salmonelom. Usporedujué¢i uzorke prikupljene ujutro s onim popodne, uocava se U
popodnevnim satima nesto veci udio Salmonella-pozitivnih uzoraka. Taj rezultat je neocekivan,
obzirom na ¢injenicu da sunéevo zracenje ima veci utjecaj popodne te u ve¢oj mjeri reducira
broj bakterija. Udio uzoraka koji su ocjenjeni kao pogodni za kupanje u Salmonella-pozitivnim
uzorcima u jednakom je omjeru ujutro i popodne. Promatrajuci rezultate po pojedinim plazama
vidimo da je najve¢i udio Salmonella-pozitivnih rezultata na plazama Nogometno igraliste i 3.
maj, a najmanji na plazi Plo¢e. Moguci uzrok tome je Sto je plaza PloCe otvorenijeg tipa pa je 1
vece strujanje mora Koje smanjuje koncentraciju Salmonella. Medutim, iako je plaza 3. maj vise
zaklonjena, pa potvrduje pretpostavku, plaza Nogometno igraliste je takoder otvorena i samim
time u suprotnosti s pretpostavkom. Drugi moguci razlog ovoj raspodjeli je sama koli¢ina slatke

vode koja se ulijeva na pojedinu plazu. Na plazi 3. maj je ¢eS¢e mjerena niza temperatura vode
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1 vrlo niski salinitet koji ukazuju na ve¢i pritok vode s kopna pa time i ve¢u kontaminaciju. Na

tom su podrucju, prilikom uzorkovanja, uocen veéi broj priobalnih izvora.

Rezultati kazuju da je, u 3 sezone kupanja, najveci udio Salmonella-pozitivnih rezultata bio
2023. (5,6%) a najmanji 2022. godine (2,1%). Mogu¢i razlog tome je koli¢ina oborina i
sunCevog zracenja po pojedinim godinama. Promatranjem podataka o oborinama mozemo
vidjeti da je 2023. zabiljezena najvecéa prosjec¢na koli¢ina oborina. Ukoliko se uzme u obzir
podatak o koli¢ini oborina na dan uzorkovanja i dva dana prije uzorkovanja, moze se vidjeti da
prosjecna koli¢ina oborina u 2023. vise nego dvostruko nadmasuje prosjecnu koli¢inu oborina
iz 2022. Navedeno ide u prilog pretpostavci da s porastom koli¢ine oborina raste i pritok slatke
vode te posljedi¢no i razina fekalnog onecis¢enja. Suprotno tome, pretpostavljamo da vecéa
jacina Suncevog zracenja negativno utjece na koncentraciju Salmonella, odnosno poveéanjem
jacine zraCenja smanjuje se koncentracija bakterija. Podaci govore da je 2022., kada je bio
najmanji udio Salmonella-pozitivnih uzoraka, zabiljeZeno najjace prosje¢no Suncevo zracenje.
Usporedimo li oba parametra vidimo da je u 2022. zabiljeZena neSto veca prosjecna koli¢ina
oborina nego u 2021. Medutim, u 2022. je takoder izmjerena veca jacina Suncevog zracenja $to
je moguée uzrokom manjeg udjela Salmonella-pozitivnih uzoraka 2022. godine u odnosu na
2021 godinu.

Analizom podataka takoder su utvrdene razlike izmedu mjeseci. Uzorkovanje mora za kupanje
provodi od sredine svibnja do kraja rujna, za vrijeme trajanja sezone kupanja. Promatrajuci
rezultate vidimo da je najmanji udio (1,8%) Salmonella-pozitivnih rezultata bio u lipnju, a
najveci (5,6%) u rujnu. Od ostalih promatranih mjeseci, svibanj je imao nesto nizi udio, a srpan;
i kolovoz ne$to visi. Na rezultate prisutnosti Salmonella u obalnom moru utjecu koli¢ina
oborina, jakost Suncevog zracenja ali i optere¢enost plaza i stambenih objekata u blizini. U
rujnu je zabiljeZena najmanja ja¢ina Suncevog zracenja, $to bi mogao biti uzrok velikom udjelu
Salmonella-pozitivnih rezultata. U srpnju i kolovozu zabiljezena je velika koli¢ina oborina ali
i najveca jacina Suncevog zra¢enja pa je udio Salmonella-pozitivnih rezultata nizi nego u rujnu.
To znaci da bi sagledavanje oba okoliSna parametra, koli¢ine oborina i1 jakosti Suncevog
zraCenja, mogla dati bolju predikciju koli¢ine kontaminacije. Takoder, potrebno je uzeti u obzir
da, zbog kratkotrajnih ali obilnih ljetnih pljuskova u srpnju i kolovozu, mjese¢ni prosjek
oborina mozda nije mjerodavan. Prema rezultatima istrazivanja Bagi i Skogerbe u Norveskoj
najvece koli¢ine fekalnog zagadenja u moru za kupanje zabiljeZene su u rujnu. Taj podatak u
njihovom istrazivanju odgovara pozitivnoj korelaciji koli¢ine padalina i fekalnog onecis¢enja

kojeg pritok slatke vode donosi s obliznjih poljoprivrednih zemljista (25).
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Kod usporedbe Salmonella-pozitivnih rezultata i ukupnog broja bakterija pri 37 °C (UBB/37)
rezultati su podijeljeni u 4 skupine optere¢enja UBB/37. Najmanji udio Salmonella-pozitivnih
uzoraka utvrden je u najnizoj skupini optere¢enja UBB/37, a najvisi udio u drugoj skupini
opterecenja. Razlog tome moze biti to $to su nepovoljni uvjeti za rast jednaki vecini vrsta
bakterija koje se nalaze u moru. Sli¢ni rezultati se javljaju kod usporedbe Salmonella-pozitivnih
uzoraka s ukupnim brojem bakterija pri 22°C (UBB/22). U najnizoj razini optere¢enosti nema
Salmonella-pozitivnih rezultata, razlog tome je vjerojatno to $to su nepovoljni uvjeti za ukupne
bakterije takoder nepovoljni za salmonele. Najvisi udio Salmonella-pozitivnih rezultata je bio
u tre¢oj razini optere¢enosti. Nije utvrden razlog opadanja udjela Salmonella-pozitivnih
uzoraka s povecanjem opterecenosti UBB/37 i UBB/22, ali je potrebno naglasiti da su UBB i
Salmonella vrste koje ne potjecu iz istog izvora. Usporedimo li podatke s razinom opterecenosti
s E. coli vidimo da je najve¢i udio Salmonella-pozitivnih uzoraka u skupini srednjeg
opterecenja, a najnizi u skupini niskog opterecenja. U skupini vrlo visokog opterecenja nema
Salmonella-pozitivnih uzoraka. Za pretpostaviti je da je u skupini niskog opterecenja E. coli i
nizak udio Salmonella-pozitivnih uzoraka, obzirom da je rije¢ o vrstama koje u morsku vodu
dospijevaju fekalnim onecis¢enjem, no to ne objasnjava zasSto u skupini visokog opterecenja
nema Salmonella-pozitivnih uzoraka. Iako sa sigurno$¢u ne mozemo utvrditi, za pretpostaviti
je da je razlog odsutnosti Salmonella u uzorcima morske vode koji su svrstani u kategoriju

visoko opterecenih uzoraka s UBB i E. coli, malen broj takvih uzoraka.

U kolumbijskom istrazivanju provedenom od strane Soto-Varela i suradnika dokazano je da
koncentracije E. coli i Salmonella koreliraju te da dolaze od istog izvora, §to je najcesce fekalno
oneciScenje uzrokovano neadekvatnim prikupljanjem otpadnih voda objekata smjestenih u
blizini obale. Prisutnost Salmonella u ovom istrazivanju dokazana je PCR testom (7).
Sagledavanjem Salmonella-pozitivnih uzoraka u pojedinim kategorijama opterecenosti
crijevnim enterkokima uocava se da udio Salmonella-pozitivnih uzoraka raste s razinom
opterecenosti vode enterokokima. Najmanji udio Salmonella-pozitivnih uzoraka utvrden je u
skupini niskog opterecenja crijevnim enterokokima, dok je najvisi udio bio u skupini vrlo
visokog opterecenja. MoZemo pretpostaviti da je razlog tome isti ili sli¢an izvor kontaminacije
ovih bakterija. Sli¢cno se javlja i kod C. perfringens, kod kojeg takoder broj Salmonella-
pozitivnih uzoraka raste s optere¢enjem. Moze se pretpostaviti da je razlog slican kao i u sluc¢aju

crijevnih enterokoka, ista priroda izvora oneciS¢enja.

Kod P. aeruginosa i S. aureus su rezultati su drugaciji. U uzorcima iz kategorije najvece razine

opterecenosti ovim bakterijama nije bilo Salmonella-pozitivnih uzoraka. Curiel-Ayala i
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suradnici u svom istrazivanju su dokazali suprotno. U njihovom istrazivanju, provedenom u
Meksiku, dokazana je znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije enterokoka i
koncentracija C. perfringens i S. aureus (23). Potrebno je naglasiti da su u ovom istraZivanju
tocke uzorkovanja bile smjestene u blizini izlijeva obradene otpadne vode pa je, u usporedbi s

ovim istrazivanjem, izvor kontaminacije nesto drugaciji.

Od fizikalno-kemijskih parametara mjereni su temperatura zraka, temperatura mora i salinitet.
Uzorci su u odnosu na temperaturu mora podijeljeni u dvije skupine; <25° i >25°. Utvrden je
znacajno veci udio Salmonella-pozitivnih uzoraka u skupini <25°. Za pretpostaviti je da je
uzrok tome dotok slatke vode koja sadrzi fekalno onecis¢enje, a temperature ovih kopnenih
voda koje dotje¢u iz podzemlja su nize temperature morske vode. C. Levantesi i suradnici su u
svom istrazivanju zakljuéili kako je dotok slatke vode s kopna najéesci izvor Salmonella u moru
(6). Temperatura zraka i jakost Suncevog zracenja su takoder podijeljeni u dvije kategorije.
<25° i >25° za temperaturu zraka i <2000 J/cm? i >2000 J/cm? za Suncevo zradenje. Prema
dobivenim rezultatima, u uzorcima koji su uzeti pri nizim temperaturama zraka i pri nizoj jacini
Suncevog zracenja, utvrden je veci udio Salmonella-pozitivnih uzoraka. Suncevo zracenje je
negativno korelirano s koncentracijom Salmonella obzirom da ono isusuje i unistava bakterije.
Visoka temperatura zraka je posljedica, izmedu ostalog, jaCeg Suncevog zracenja pa takoder
postoji ista korelacija sa udjelom Salmonella-pozitivnih uzoraka. Uzorci mora su obzirom na
vrijednosti saliniteta podijeljeni u dvije kategorije: <30 i >30. Najve¢i dio Salmonella-
pozitivnih uzoraka je imao salinitet <30. To takoder mozemo pripisati pritoku slatke vode s
obale koja snizava salinitet mora 1 donosi fekalno oneciS¢enje. Prema koli¢ini oborina uzorci
su podijeljeni u 3 skupine (bez kise 0 mm, malo kiSe 1-10 mm, jaca kisa >10 mm). Izmedu
navedenih kategorija utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u pojavnosti Salmonella-pozitivnih
uzoraka, kojih je najvise bilo u skupini jace kiSe. Najvise slatke vode, koja je potencijalno
opterecena fekalnim materijalom, pritjeCe nakon obilnih kisa te su ovakvi rezultati o¢ekivani.
Za svaki uzorak morske vode je zabiljezen podatak o oborinama na dan uzorkovanja te dva
dana prije uzorkovanja. Dosadasnja istrazivanja na ovom podrucju pokazala su najvecu
korelaciju indikatora fekalnog onecisé¢enja i kumulativnih oborina od tri dana, obzirom da je
potrebno vrijeme da se oborine infiltriraju u podzemlje te se pojave u obliku priobalnih izvora
(26).

Spearmanovom korelacijskom analizom potvrdena je vecina ve¢ navedenih pretpostavki.
Utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu saliniteta i svih mikrobioloskih pokazatelja,

izuzev UBB/22 i S. aureus. To potvrduje da je manji udio Salmonella-pozitivnih uzoraka u
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obalnom moru koje nema znacajnih pritoka slatke vode s kopna. Oborine su bile znacajno
pozitivno povezane sa svim mikrobiolo§kim pokazateljima, izuzev S. aureus koji je bio
negativno koreliran, dok kod UBB/22 1 UBB/37 nije utvrdena znacajna korelacija. To takoder
ukazuje na unos patogena u more slatkom vodom. Za oborine nije utvrdena zna¢ajna korelacija
s UBB/22 i UBB/37, jer su to vrste koje prirodno nastanjuju more. Pokazatelji fekalnog
oneciscenja, E. coli, crijevni enterokoki i C. perfringens medusobno su u dobroj korelaciji, §to
je o¢ekivano s obzirom da se koriste kao glavni pokazatelji fekalnog oneciS¢enja. Jacina
Sunéevog zracenja je u negativnoj korelaciji sa svim mikrobioloskim pokazateljima, 0sim
UBB/22i S. aureus. Razlog tome je to §to je Suncevo zracenje ima najjaci utjecaj na smanjenje

broja mikroorganizama.

38



6 ZAKLJUCCI

Istrazivanjem je utvrdeno prisustvo bakterije roda Salmonella u morskoj vodi na
plazama u uzem podrucju grada Rijeke (3,7% pozitivnih uzoraka).

Salinitet i Suncevo zraCenje znacajno utjecu na koncentraciju Salmonella u moru.
Pojavnost Salmonella u moru u zna¢ajnoj mjeri ovisi o koli¢ini oborina.
Salmonella je u dobroj korelaciji s crijevnim enterokokima i C. perfringens.
Prac¢enje samo rutinskih pokazatelja, E. coli i enterokoka ne isklju¢uje moguénost

kontakta kupaca sa bakterijama vrste Salmonella.

Dotok slatke vode u more povezan je s rizikom od mikrobioloskog oneéiséenja.
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