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1.UVOD 

1.1. Mikrobiologija vode 

Mikroorganizmi su sastavni dio okoliša koji nas okružuje. Mikrobiologija voda 

istražuje mikroorganizme i njihovo djelovanje u različitim vrstama voda kao što su jezera, 

rijeke, mora, oceani, bazeni i morska ušća (Duraković, 1996). Voda sadrži različite nutrijente: 

organske tvari kao što su ugljikohidrati, masti i proteini kao i one anorganske kao što su 

kalcij, kalij, magnezij, željezo, mangan (WHO, 2005). Koncentracija nutrijenata utječe na 

koncentraciju mikroorganizama u vodi te što je njihova koncentracija veća, bit će veća i 

koncentracija mikroorganizama. U vodi, osobito onoj s malom koncentracijom nutrijenata, 

mikroorganizmi uglavnom rastu blizu površine gdje imaju bolji dodir s nutrijentima, nego 

kada su nasumice suspendirani i slobodno plutaju u struji vode (Duraković, 1996).  

Ukoliko je voda nečim onečišćena, kao što je npr. dotok otpadne vode ili dotok 

industrijskih produkata onda je u toj vodi prisutan veći broj mikroorganizma, pa kažemo da je 

ta voda mikrobno kontaminirana (Duraković, 1996). Kvaliteta vode je često odreĎena sa 

brojem mikrobioloških agensa pronaĎenih u vodi, u skladu sa prihvatljivim odstupanjima 

utvrĎenim zakonom i smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (World Health 

Organization, WHO) (Traoré i sur., 2016). Zdravstveno ispravna voda mora biti bistra, bez 

boje, okusa i mirisa (Duraković, 1996). U slabije razvijenim zemljama pitka voda nije svima 

dostupna. Prema WHO (2008) oko 5 milijuna ljudi godišnje umre od bolesti uzrokovanih 

pijenjem zdravstveno neispravne vode, a 50 % njih je uzrokovano mikrobiološkim 

infekcijama. Oko 2,5 milijardi ljudi nema pristup zdravstveno ispravnoj vodi, i više od 1,5 

milijuna djece godišnje umre od dijareje (Fenwick, 2006). Onečišćenje vode može biti 

različito. Prema Van der Perku (2013) razlikujemo fizičko, kemijsko, biološko te radiološko 

onečišćenje vode ili tla. Fizičko onečišćenje je promjena fizikalnih svojstava vode, a to su 

suspendirane čestice, temperatura, protok što dovodi do promjene pH, boje, mirisa i 

zamućenosti (Inamori i Fujimoto, 2009). Kemijsko onečišćenje uključuje unos različitih 

organskih i anorganskih tvari u vodu (Duraković, 1996).  Biološko onečišćenje je uzrokovano 

organizmima koji se nalaze u vodi kao što su bakterije, alge, i različite vrste patogenih 

protozoa (Husain i Reddy, 2010). U to ubrajamo mikrobno onečišćenje odnosno onečišćenje 

mikroorganizmima koji se unose u vodu putevima kao što su kanalizacijski ispusti, razne 

industrije, zdravstvene ustanove i drugo (Duraković, 1996).  
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Biokemijska potrošnja kisika (BPK) je jedan od pokazatelja kvalitete i razine 

onečišćenja vode. To je količina otopljenog kisika koja je potrebna za oksidaciju svih 

biorazgradivih organskih spojeva u 1 dm
3 

vode. Izražava se u mg O2/l, ili mg O2/dm
3
 

(Ponomareva i sur., 2011). BPK se provodi kao laboratorijski postupak za odreĎivanje 

potrošnje kisika u analiziranoj vodi. OdreĎen je promjenom sadržaja kisika u posebnim 

neprozirnim tikvicama s uzorcima vode koji se čuvaju tijekom 5 dana na 20 °C pri pH 6-8 

(American Public Health Association, 1992). Heterotrofni organizmi u normalnim uvjetima 

razgraĎuju organsku tvar do CO2, vode i iskoristivih iona. U brzom protoku vode aeracija je 

stalna, a otpadne vode se brzo razrjeĎuju i uklanjanju. MeĎutim, ako voda miruje ili prelazi 

preko otpadnih tvari, biološki materijal se ne razgraĎuje pa se pretvara u onečišćenu vodu. 

Potrošnja kisika raste proporcionalno s povećanjem broja mikroorganizama i povećanjem 

koncentracije biološki razgradive tvari, odnosno onečišćenjem. Na osnovi BPK vrijednosti 

odreĎuje se razina organskog opterećenja vode, odnosno onečišćenje vode (Duraković, 1996). 

Onečišćena voda može dovesti do različitih bolesti bilo njenom konzumacijom ili kontaktom 

sa takvom vodom koja se koristi za rekreaciju, kao što su bazeni (Hunter, 2003). Patogeni 

mikroorganizmi mogu imati akutne i kronične učinke na zdravlje, mogu se razmnožavati u 

okolišu (voda, tlo), koncentracije im variraju u vremenu, pa se vjerojatnost dosezanja 

infektivne doze ne može predvidjeti iz njihove prosječne koncentracije u vodi. Razvoj bolesti 

ovisi o dozi, invazivnosti, i patogenosti mikroorganizma te o imunitetu domaćina. Nakon što 

doĎe do infekcije patogeni se umnožavaju u domaćinu. OdreĎeni vodeni patogeni se mogu 

umnožavati u hrani, piću, sustavima tople vode i tako povećavaju vjerojatnost zaraze (WHO, 

2011). Neki od poznatih patogenih mikroorganizama u vodi su: Aeromonas spp., 

Campylobacter spp., Escherichia coli, Enterobacter sakazakii, Heliobacter pylori, Klebsiella 

spp. i Pseudomonas aeruginosa (WHO, 2017). Najpoznatije zarazne bolesti koje se prenose 

pijenjem onečišćene vode su kolera, trbušni tifus i bacilarna dizenterija čiji su uzročnici: 

Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhosa (Duraković, 1996). 

1.2. Postupci mikrobiološke analize vode 

Postoje tri glavna postupka mikrobiološke analize vode: metoda membranske  

filtracije, metoda najvjerojatnijeg broja i metoda direktnog nacjepljivanja na hranjivi agar.       

Membranska filtracija je jedan od osnovnih postupaka detekcije i izdvajanja 

mikroorganizama iz uzorka vode za piće. Uzorak ispitivane vode odgovarajućeg volumena se 

propušta kroz membranski filtar veličine otvora pora od 0.2-0.45µm uz pomoć vakuum 

pumpe. Mikroorganizmi se zadržavaju na površini filtra koji se položi na odgovarajuću 
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selektivnu hranjivu podlogu (ovisno o mikroorganizmu kojeg želimo uzgojiti). Hranjiva 

podloga se inkubira na odreĎenoj temperaturi te se nakon toga broje i potvrĎuju izrasle 

kolonije. Dobiveni broj se izražava kao broj kolonija ili CFU (colony forming units) / 

volumen uzorka (WHO, 1997).  

Metoda najvjerojatnijeg broja daje statističku procjenu broja mikroorganizama u 

uzorku vode. Najčešće se koristi za jako onečišćene uzorke kod kojih nije potrebno izraziti 

točan broj ispitivanih mikroorganizama (npr. površinske ili otpadne vode). Metoda 

najvjerojatnijeg broja je dugotrajnija od membranske filtracije i izvodi se u tri koraka. 

Najčešće se koristi za analizu koliformnih bakterija (kolimetrija). Kolimetrija se sastoji od  

prethodnog, potvrdnog i završnog testa. Uzorak vode (različitih volumena) se nacijepljuje u 

epruvete sa tekućom mikrobiološkom podlogom koja sadržava laktozu i pepton te indikator 

pH vrijednosti (najčešće McConkeyev bujon ili slična tekuća podloga koja podržava rast 

koliformnih bakterija). Epruvete sadrže i Durchamove cjevčice  koje služe za zadržavanje 

stvorenog plina. Prethodni test nam pokazuje prisutnost bakterija koje fermentiraju laktozu na 

35 °C ± 0,5 °C tijekom 24-48 h. Ukoliko bakterije u epruveti fermentiraju laktozu, pH će se 

sniziti ispod 5,2 i boja pH-indikatora će promijeniti boju podloge iz ljubičaste u žutu, a u 

Durchamovoj epruvetici će se pojaviti mjehurić plina. Barem trećina cjevčice mora biti 

ispunjena plinom da bi se rezultat označio kao pozitivan. Nakon toga slijedi potvrdni test u 

kojem se dokazuje sigurna prisutnost kolifomnih bakterija dokazanih prethodnim testom. U 

potvrdnom testu se iz jedne pozitivne epruvete s laktoza bujonom nacijepi dio uzorka na 

čvrstu podlogu koja podržava rast koliforma kao što je Endo agar. Test će biti pozitivan 

ukoliko nakon inkubacije na čvrstoj podlozi narastu tipične kolonije koliforma. Treći korak je 

završni test koji podrazumijeva biokemijsku potvrdu i bojanje po Gram-u. Izračunavanje 

najvjerojatnijeg broja koliformnih bakterija se provodi na osnovi broja pozitivnih reakcija u 

nizu epruveta, ovisno o  nacjepljenom volumenu uzorka, prema McCradyjevim  tablicama. 

Rezultat se izražava kao najvjerojatniji broj koliforma i to na temelju broja pozitivnih 

epruveta u kojima je potvrĎeno prisustvo koliformnih bakterija (Hajsig i Delaš, 2016). 

Metoda brojanja kolonija direktnim nacjepljivanjem na hranjivi agar je metoda kojom 

uzorak vode nacjepljujemo direktno na mikrobiološku podlogu koja ne sadrži inhibitorne tvari 

te dopušta rast svim vrstama bakterija. Hranjive podloge se inkubiraju te se broje izrasle 

kolonije kao ukupni broj bakterija. Ukoliko je voda dosta onečišćena, mogu se nacijepiti i 

decimalna razrjeĎenja uzorka vode (HRN EN ISO 6222: 2000).  
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1.3. Zdravstvena ispravnost vode za piće 

Postoji više skupina bakterija koje se mogu pronaći u onečišćenoj vodi. Voda za piće 

se prema Pravilniku o parametrima sukladnosti i metodama analize vode za ljudsku potrošnju 

(NN 125/13, 141/13 i 128/15) pretražuje na slijedeće mikroorganizme: ukupni broj bakterija 

na 37 °C i 22 °C, E. coli, crijevni enterokoki, ukupni koliformi, Cl. perfringens i P. 

aeruginosa. Voda takoĎer ne smije sadržavati patogene mikroorganizme. 

Opći pokazatelji kvalitete odnosno onečišćenja vode su ukupni broj bakterija na 37 °C i 22 °C 

te ukupni koliformi (WHO, 2001). Općenito, koliformne bakterije su primarno nepatogene 

bakterije koje čine znatan dio fiziološke mikroflore završnog dijela probavnog sustava 

čovjeka i svih toplokrvnih životinja. Budući da se izlučuju izmetom, tako dospijevaju u okoliš 

(Hajsig i Delaš, 2016). Razlikujemo ukupne koliforme i fekalne koliforme. Ukupni koliformi 

su fakultativno anaerobni, Gram-negativni, nesporogeni bacili, koji fermentiraju laktozu i 

tvore plin i kiselinu tijekom inkubacije 24-48 h pri temperaturi od 35- 37 °C (Cabral, 2010). 

Ukupni koliformi uključuju vrste koje se nalaze u fecesu ljudi i životinja, ali i one vrste koje 

se prirodno mogu naći u okolišu te su se sposobne umnožavati u vodi i tlu. Ukupni koliformi 

mogu preživjeti u različitim vodoopskrbnim sustavima, posebno unutar biofilma (WHO, 

2011). Fekalni ili tzv. termotolerantni koliformi su definirani kao koliformi koji fermentiraju 

laktozu na 44.5 °C u mediju sa žučnim solima (WHO,2008; Grabow i W.O.K., 1996; George 

i Servais, 2002; Payment i sur., 2003). U termotolerante koliforme spadaju E. coli, Klebsiella 

oxytoca i Klebsiella pneumoniae (Cabral i Marques, 2006). Prisustvo fekalnog onečišćenja 

dokazujemo pretragom vode na tzv. indikatore fekalnog onečišćenja (Cabral, 2010). Da bi 

neki mikroorganizam bio indikator fekalnog onečišćenja ne bi trebao biti patogen, ali bi 

trebao biti prirodno prisutan u ljudskom i životinjskom fecesu u velikom broju. Indikatori se 

ne bi smjeli umnožavati u prirodnoj vodi, tamo bi trebali biti prisutni u većem broju od 

patogena, odgovarati na iste načine i tretmane liječenja kao i patogeni te biti jednostavno 

prepoznatljivi i uzgojivi na hranjivim podlogama (WHO, 2011). Indikatori fekalnog 

onečišćenja koji se koriste za ispitivanje zdravstvene ispravnosti vode za piće su crijevni 

enterokoki i E. coli. Crijevni enterokoki su fakultativno anaerobni, Gram-pozitivni 

mikroorganizmi koji rastu u prisutnosti 6,5 % NaCl pri 45 °C (Klein, 2003; Kuhn i sur., 

2003). Prednost je što se većinom ne umnažaju u vodenom okolišu, prisutni su u velikom 

broju u ljudskom i životinjskom fecesu, kanalizaciji te onečišćenim vodama (WHO, 2011). 

Općenito, crijevni enterokoki duže žive i otporniji su na isušivanje i kloriranje od E. coli 

(WHO, 2008; Payment i sur., 2003). E. coli je oksidaza-negativna, katalaza-pozitivna i 
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fermentira laktozu (Cabral, 2010). Ova bakterija sadrži enzim β-glukuronidazu koji se koristi 

za njenu identifikaciju (Rice i sur., 1990). U  istraživanju koje su proveli Rice i sur. (1990) 

samo jedan od 620 sojeva identificiranih kao E. coli nije bio pozitivan na β-glukuronidazu. 

Stanice ne koriste citrat, ne proizvode H2S i lipazu te ne hidroliziraju ureu (Holt i sur., 1994). 

Većina sojeva E. coli su nepatogeni, ali su neki njeni podtipovi patogeni te izazivaju bolesti, 

kao npr. urinarne infekcije (Scheutz i  Strockbine, 2005). Sulfitoreducirajuće klostridije 

odnosno bakterije roda Clostridium izlučuju se izmetom te tako dospijevaju u okoliš pa se 

takoĎer koriste kao indikatori fekalnog onečišćenja vode, tla i hrane. Sposobne su stvarati 

spore pa su dobar indikator redovitog održavanja vodoopskrbnog sustava. Široko su 

rasprostranjene u prirodi te posjeduju fiziološku osobinu da u anaerobnim uvjetima reduciraju 

sulfit do sumporovodika (Hajsig i Delaš, 2016).  

1.4. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa pripada carstvu Bacteria, koljenu Proteobacteria, razredu 

Gammaproteobacteria redu Pseudomonadales, porodici Pseudomonadaceae, rodu 

Pseudomonas. Ovaj rod je široko rasprostranjen u okolišu: zemlji, vodi, biljkama i 

životinjama. Predstavnici roda Pseudomonas su Gram-negativni, pokretni, aerobni bacili. 

Neki od njih stvaraju u vodi topljive pigmente kao što su plavo-zeleni pigment piocijanin, 

zeleni pioverdin, tamno crveni piorubin te crni piomelanin (Jawetz i sur., 2015). P. 

aeruginosa je glavni humani patogen unutar roda Pseudomonas. Može zaraziti niz 

organizama uključujući biljke, nematode, i razne sisavce (Rahme i sur., 2000; Tan i sur., 

1999; Snouweart i sur., 1992; Colledge i sur., 1995; Potvin i sur., 2003). Pokretan je, 

štapićastog oblika veličine od 0,6-2µm. Dobro raste na 37-42 °C, a rast na 42 °C pomaže u 

njegovom  razlikovanju od drugih vrsta unutar fluorescentne skupine (Jawetz i sur., 2015). P. 

aeruginosa najčešće proizvodi pigment piocijanin koji fluorescira pod UV svjetlom valne 

duljine 460 nm (Meyer i Abdallah, 1978). Od biokemijskih karakteristika značajne su 

pozitivna oksidaza, katalaza, proizvodnja amonijaka iz arginina te rast na citratu kao jedinom 

izvoru ugljika (WHO, 2017). Jedna od važnijih karakteristika ovog mikroorganizma je da 

može rasti u nepovoljnim životnim uvjetima  kao što su niske koncentracije nutrijenata 

(Legnani i sur., 1999). Često je prisutan u prirodi, vlažnom okruženju  i bolničkom okolišu 

(Jawetz i sur., 2015). Bolnički sustavi vode za piće  su najčešći izvor nozokomijalnih 

patogena kao što je P. aeruginosa te ih je nužno strogo nadzirati (Felfoldi i sur., 2010). P. 

aeruginosa se naziva oportunističkim patogenom jer izaziva bolesti samo kod ljudi sa 

oslabljenim imunitetom (Mena i Gerba, 2009). Uzrokuje infekcije kože i opeklina, zatim 
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blage infekcije zvukovoda u plivača i infekcije oka kod ljudi. U osoba koje imaju posebno 

slab imunitet i već boluju od neke bolesti može uzrokovati i veće probleme kao što je sepsa 

(Jawetz i sur., 2015). Može preživjeti u vodi dezinficiranoj klorom, u destiliranoj vodi, i 

pokazuje veliku otpornost na procese mehaničkog čišćenja (Guida i sur., 2016). 

Kontaminacija bazena i ostalih vodenih struktura u centrima za rekreaciju je najčešće 

uzrokovana s ovom bakterijom   (Rice i sur., 2012; Roser i sur., 2014). Čest izvor infekcija sa 

P. aeruginosa je voda iz slavine, osobito ukoliko je u cijevima nastao biofilm. Tada, tijekom 

pranja ruku i kupanja, pogotovo u bolnicama, dolazi do širenja zaraze (Mena i Gerba, 2009). 

Biofilmovi sadrže različite mikroorganizme  kao što su bakterije, kvasci, plijesni, alge, 

protozoe, ali mogu biti sastavljeni od samo jedne vrste mikrobnih stanice. Intezitet 

pričvršćivanja, rast i razmnožavanje mikrobnih stanica ovisi o dostupnim hranjivim tvarima 

(Hajsig i Delaš, 2016). Biofilmovi različitih skupina mikrobnih stanica, ili pojedinačni kao što 

je biofilm bakterije P. aeruginosa nastaju na čvrstim površinama koje su u dodiru s vodom i 

koje imaju stalan dotok nutrijenata. U biofilmu se formiraju tanki slojevi koji se sastoje od 

diferenciranih struktura i struktura nalik stupićima odijeljenih vodom. Strukture sadrže 

vanstanični polisaharidni matriks ili glikokaliks u koji su ugraĎene bakterijske stanice. 

Vanstanični polisaharidni matriks je vrlo važan jer drži bakterijske stanice na okupu pa one 

formiraju biofilm (Mena i Gerba, 2009). Vlažne površine predstavljaju idealan okoliš za 

formiranje biofilma, stoga je u bolnicama i sličnim okruženjima u kojima se najčešće dogaĎa 

infekcija s P. aeruginosa  potrebno održavati čistoću i suhoću površina (Walker i Moore, 

2015). 

P.aeruginosa pokazuje rezistenciju na mnoge antibiotike. Može postati otporna na 

antibiotike koji se učestalo koriste za liječenje infekcije u bolesnika. Pri tom se može javiti 

višestruka otpornost na lijekove (MDR-multidrug resistance) i panrezistencija odnosno 

sveopća rezistencija na lijekove (Paterson, 2006). P. aeruginosa pokazuje najveću otpornost 

na fluorokinolone, a na ciprofloksacin i levofloksacin je otporno 20-35 % sojeva . Otpornost 

na gentamicin je 12-22 %, dok se najmanja otpornost pokazala na tobramicin i amikacin 

(Lister i sur., 2009). U Republici Hrvatskoj prema podacima CAMS (2015) bakterija P. 

aeruginosa je pokazala najveću rezistenciju na antibiotike ciprofloksacin, gentamicin i 

netilmicin, dok na kolistin nijedan izolat nije pokazao rezistenciju (Tablica 1). Većina 

cefalosporina, karbapenema, aminoglikozida i penicilina uspijevaju nadjačati obranu P. 

aeruginosa ali neki sojevi mutacijama ipak uspijevaju razviti rezistenciju (Livermore, 2002).  
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Tablica 1. Otpornost izolata bakterije P.aeruginosa na antibiotike u Hrvatskoj (CAMS, 2015). 

Antibiotik Broj izolata  % rezistentnih 

 (% intermedijarnih) 

Raspon 

 lokalnih rezultata 

Piperacilin + tazobaktam 4521 11 (0) 3(0)-35 (0) 

Ceftazidim 4511 14 (0) 2 (0)-24 (0) 

Cefepim 4520 10 (0) 0 (0)-35 (1) 

Imipenem 4522 18 (1) 0 (0)-50 (0) 

Meropenem 4522 17 (3) 0 (0)-55 (0) 

Ciprofloksacin 4514 24 (1) 4 (0)-47 (1) 

Gentamicin 4523 23 (0) 2 (0)-44 (0) 

Netilmicin 3843 23 (0) 0 (0)-45 (0) 

Amikacin  4490 9 (2) 0 (0)-23 (0) 

Kolistin 860 0 (0) 0 (0)-0 (0) 

 

1.5. Cilj istraživanja 

 Cilj ovog istraživanja je iz prikupljenih uzoraka vode s različitih lokacija izdvojiti  i 

biokemijski potvrditi bakteriju P. aeruginosa te pratiti  njeno preživljavanje u sterilnoj vodi.  

Bitno je utvrditi postoje li razlike u preživljavanju sojeva P. aeruginosa s obzirom na 

porijeklo uzorka vode iz kojeg dolaze.  
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2. MATERIJALI I METODE 

2.1. Materijali 

2.1.1. Laboratorijski pribor 

 Sterilne boce od 500 ml 

 Sistem za membransku filtraciju 

 Membranski filteri promjera 0,45 µm 

 Petrijeve zdjelice 

 Pincete 

 Plamenik 

 Jednokratne eze 

 UV lampa 

 Automatska pipeta 

 Nastavci za automatsku pipetu 

 Epruvete 

 Kapaljke 

 Vortex miješalica 

 Brojač kolonija 

 Inkubator na 36 °C 

2.1.2. Mikrobiološke podloge 

a) Pseudomonas agar (g/l): 

želatina   16,0  

hidrolizat kazeina  10,0 

kalijev sulfat  10,0 

magnezij klorid 1,4 

agar   15,0 

destilirana voda         1 l 

pH 7.1 ± 0.2 pri 25 °C 
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b) Hranjivi agar (Tryptone Glucose Yeast Agar) (g/l): 

tripton   5,0 

ekstrakt kvasca 2,5 

glukoza  1,0 

agar                             9,0 

destilirana voda          1 l 

pH 7.0 ± 0.2 pri 25 °C  

 

2.1.3. Kemikalije i mikrobiološki testovi 

Citokrom oksidaza test 

 Dimetil p-fenilen diamin 

 Mikrobiološka ušica 

 Disk za citokrom oksidazu 

API komercijalni test 

 API ampule 

 Mineralno ulje 

 Fiziološka otopina. 

 

2.2. Metode 

2.2.1. Priprema mikrobioloških podloga 

 Mikrobiološke podloge su pripremljene prema uputama proizvoĎača na način da se 

propisana količina dehidrirane mikrobiološke podloge otopila u 1000 ml hladne, destilirane 

vode te se sve zagrijavalo uz miješanje dok se smjesa nije potpuna otopila. Tako pripremljena 

podloga se sterilizirala u autoklavu 15 minuta na 121 °C nakon čega se podesio pH. 
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2.2.2.Prikupljanje i obrada uzoraka 

Prikupljeni su uzorci vode različitog porijekla (površinska voda, voda za piće, voda iz 

cisterni) u cilju izdvajanja bakterije P. aeruginosa (Tablica 2). Dio uzoraka je prikupljen pri 

standardnim uzorkovanjima Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske 

županije, a dio uzoraka sam prikupila ja na terenu. Uzorci su prikupljeni u istom vremenskom 

periodu, u razdoblju od 08.03.2017. do 09.04.2017. Uzorci u količini od 500 ml su uzimani u 

sterilne staklene boce te su se u roku od 6 sati od uzorkovanja odnijeli u laboratorij i obradili 

prema normi Kakvoća vode-detekcija i brojenje Pseudomonas aeruginosa (HRN EN ISO 

16266: 2008). TakoĎer, koristili smo soj P. aeruginosa izdvojen iz pacijenta kao kontrolni soj, 

jer je bio otporan na većinu antibiotika. Uzorci su obraĎeni u laboratoriju metodom 

membranske filtracije. Količina od 100 ml uzorka je propuštena kroz membranski filtar 

veličine pora 0,45 µm, koji smo stavljali na krutu mikrobiološku podlogu za uzgoj P. 

aeruginosa, Pseudo CN agar. Ova mikrobiološka podloga sadrži cetrimid koji omogućuje 

proizvodnju piocijanina. Uzorci su nakon toga inkubirani 37 °C/48 h te su sve plavo-zelene 

kolonije koje fluoresciraju pod UV svjetlom izdvojene i biokemijski potvrĎene biokemijskim 

testovima.  

Tablica 2. Uzorci voda odabrani za pokus 

Uzorak 

br. 

Lokacija uzorka Datum uzorkovanja 

1 Pacijent
1
 03.04.2017. 

2 Otpadna voda (KBC Split)
 2
 21.03.2017. 

3 Ušće rijeke Cetine (boćata voda)
3
 08.03.2017. 

4 Ušće rijeke Cetine (slatka voda)
 3

 12.03.2017. 

5 Rijeka Cetina (Radmanove mlinice)
 3
 08.03.2017. 

6 Bušotina (sirova voda)
 2

 22.03.2017. 

7 Brodski tank (vodovodna voda) 
2
 28.03.2017. 

8 Cisterna (kišnica)
2
 10.03.2017. 

9 Otpadna voda (privatni objekt)
2
 13.03.2017. 

10 Vodovodna voda 
2
 05.04.2017. 

LEGENDA: 
1 

kontrolni soj iz KBC Split; 
2
 uzorci iz rutinskog rada laboratorija NZZJZS; 

3 

uzorci prikupljeni na terenu. 
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Za potvrdu sojeva smo koristili  test na citokrom oksidazu te komercijalni biokemijski 

niz API 20E/NF (Slika 1). Citokrom oksidaza testom smo dokazivali proizvodnju enzima 

citokrom C oksidaze. Taj enzim, ukoliko je prisutan u ispitivanoj bakterijskom kulturi, u 

prisutnosti atmosferskog kisika katalizira oksidaciju fenilendiamina iz testa  do 

tamnoljubičaste komponente indofenola (Stilinović i Hrenović, 2009). Test se izvodio na 

način da se malo bakterijske kulture mikrobiološkom ušicom nanijelo na disk natopljen sa 

dimetil p-fenilen diaminom. Pojava ljubičaste boje se smatrala pozitivnom reakcijom. API  

komercijalni test sadrži niz  supstrata za odreĎivanje biokemijskih reakcija te daje odgovor o 

kojoj je bakteriji riječ. API test se izvodio  prema uputama proizvoĎača. Uzorkom bakterijske 

kulture  su napunjene jažice sa supstratima te je test inkubiran 24 h na 37 °C,  u vlažnom 

okolišu. Vlažan okoliš je postignut tako što su okolne jažice bile prelivene fiziološkom 

otopinom. Prema boji reakcija smo očitali rezultate te prema njima, u predviĎenom 

komercijalnom programu (Apiweb, BioMerieux) pronašli o kojoj se bakteriji radi. Za pokus 

smo odabrali 10 različitih sojeva P. aeruginosa koji su potvrĎeni API testom i testom na 

citokrom oksidazu, a izdvojeni su iz različitih uzoraka vode.  

 

Slika 1. Izgled pozitivnog Api testa za P. aeruginosa. 

2.2.3.Preživljavanje odabranih  sojeva  P. aeruginosa u sterilnoj vodi 

Od svakog od odabranih 10  sojeva P. aeruginosa napravljena je početna suspenzija u 

fiziološkoj otopini, prema McFarland 1 (3x10
8
 CFU/ml). Po 1 ml tako pripremljenih 

suspenzija nacijepio se u boce sa po 100 ml sterilne vode (destilirane), kako bi se u pokus išlo 

s jednakim brojem kolonija svakog izolata. Broj vijabilnih kolonija tijekom pokusa pratio se 

na način da su se svaki put napravila decimalna razrijeĎenja te se po 1 ml iz svakog 

razrjeĎenja nacjepljivao na hranjivi agar. Hranjivi agar smo inkubirali na 37 °C/24 h  i brojali 

izrasle kolonije bakterija s dva susjedna razrjeĎenja. Konačan broj kolonija smo dobili 
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računajući aritmetičku sredinu broja kolonija dobivena iz dva susjedna razrjeĎenja. Prvo 

mjerenje je provedeno nakon 24 h inkubacije, a slijedeća mjerenja nakon 2,7,14,21 i 28 dana 

inkubacije. Dobiveni broj kolonija se logaritmirao i izrazio kao logCFU po 1 ml. 

Preživljavanje je izračunato prema formuli: (logCFU/mlvrijeme : logCFU/mlstart) * 100), gdje je 

log CFU/mlvrijeme broj bakterija na dan mjerenja, a log CFU/mlstart početna koncentracija 

bakterija. 

 

2.2.4. Statistička obrada podataka 

 Prilikom obrade podataka korišten je program Microsoft Excel 2010. Napravljen je 

izračun srednje vrijednosti i standardne devijacije za svaki analizirani izolat. 
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3. REZULTATI 

 

3.1. Izolati P. aeruginosa iz voda 

 U periodu od 08. 03. 17 do 09. 04. 2017g.  prikupila sam 31 uzorak vode na različitim 

lokacijama u blizini Omiša kao što su potoci, rijeka Cetina, bare, more itd. Od 31 

prikupljenog uzorka u 3 uzorka smo pronašli i biokemijski potvrdili P. aeruginosa. U ostalim 

uzorcima P. aeruginosa nije naĎena. Za istraživanje smo koristili ova 3 izolata i preostalih 7 

koji su izdvojeni tijekom rutinskih analiza na Nastavnom zavodu za javno zdravstvo. 

3.2. Preživljavanje P. aeruginosa u vodi 

 Izolat 1 je izdvojen iz pacijenta, te se njegov postotak preživljavanja tijekom 28 dana 

postupno smanjivao (Tablica 3 i 4, Slika 2). Izolat 2 je izdvojen iz otpadne vode bolnice u 

Splitu. Njegovo preživljenje je drugi dan iznosilo 93 %, a sedmi dan 66 %. Nakon 28 dana je 

preživljavanje ovog izolata iznosilo 66 % (Tablica 3 i 4, Slika 2).  Izolat 3 je izdvojen iz 

uzorka vode sa ušća rijeke Cetine (boćata voda). Drugi dan je njegovo preživljenje iznosilo 90 

%, sedmi dan 83 %, 21 dan 45 %, a posljednji dan 36 % (Tablica 3 i 4, Slika 2). Izolat 4 koji 

je izdvojen iz uzorka vode s ušća rijeke Cetine (slatka voda) prva dva mjerenja je pokazao 

blagi porast, nakon čega  se njegov broj smanjivao te je preživljavanje posljednjeg dana 

iznosilo 89 % (Tablica 3 i  4, Slika 2). Peti soj smo takoĎer izdvojili iz rijeke Cetine na 

lokaciji Radmanove mlinice. Taj soj je pokazao dosta blagih oscilacija tijekom mjerenja. 

Drugi dan se broj bakterija povećao, 21. dan takoĎer,  ali na kraju istraživanja njegovo 

preživljenje je iznosilo 92 % te se može vidjeti da je veliki broj bakterija preživio vrijeme 

istraživanja (Tablica 3 i 4, Slika 2).  Izolat 6 je izoliran iz uzorka vode iz bušotine. Drugi dan 

je zabilježen njegov blagi porast, nakon čega je uslijedilo smanjivanje broja bakterija te je 

njegovo preživljenje  28. dan iznosilo 84 % (Tablica 3 i 4, Slika 2). ). Izolat 7 je izdvojen  iz 

uzorka vode iz brodskog tanka. Broj ovih bakterija je tijekom 28 dana oscilirao, ali na kraju 

istraživanja je postotak preživjelih bakterija iznosio 98 % (Tablica 3 i 4, Slika 2). Soj 8 koji je 

pronaĎen u kišnici iz cisterne je drugi dan pokazao blago smanjenje, a sedmi dan povećanje 

broja bakterija nakon čega se njihov broj kontinuirano  smanjivao (Tablica 3 i 4, Slika 2). 

Izolat 9 je pokazivao oscilacije tijekom mjerenja. Drugi dan je njegovo preživljavanje iznosilo 

91 %. Taj soj je izoliran iz uzorka otpadne vode privatnog objekta. Posljednji izolat, br. 10 je 

izdvojen iz uzorka vodovodne vode. Prva dva mjerenja se broj bakterija povećao, ali se na 
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kraju smanjio u odnosu na prvo mjerenje te je njegovo preživljavanje 28. dan iznosilo 94 % 

(Tablica 3 i 4, Slika 2). 

 

Tablica 3. Broj P. aeruginosa na odreĎeni dan mjerenja, prikazan kao srednja vrijednost 

(logCFU/1ml) i standardna devijacija. 

Br. izolata/dan 

mjerenja 

1 2 7 14 21 28 

1 5,9±0,08 5,5±0,10 5,5±0,02 5,2±0,12 5,2±0,08 5,0±0,02 

2 6,2±0,12 5,8±0,12 4,1±0,14 4,5±0,02 4,0±0,03 4,0±0,08 

3 5,8±0,22 5,2±0,15 4,8±0,21 4,0±0,09 2,6±0,03 2,1±0,24 

4 6,0±0,08 6,5±0,10 6,1±0,02 5,8±0,61 5,6±0,03 5,4±0,17 

5 6,3±0,05 6,4±0,08 6,2±0,10 6,3±0,02 5,6±0,20 5,8±0,09 

6 6,5±0,12 6,5±0,13 6.1±0,26 6,1±0,08 5,6±0,07 5,5±0,13 

7 6,5±0,02 6,3±0,29 6,2±0,16 6,0±0,13 6,1±0,08 6,3±0,16 

8 6,2±0,51 6,2±0,20 6,3±0,24 5,7±0,30 5,3 ±0,05 5,1±0,05 

9 6,4±0,10 6,0±0,04 6,0±0,28 5,8±0,13 6,1±0,67 5,8±0,08 

10 6,0±0,08 6,1±0,86 6,1±0,23 5,7±0,03 5,9±0,06 5,6±0,08 

 

Tablica 4.  Preživljavanje (%)  P. aeruginosa u vodi kroz 28 dana praćenja, prikazano kao 

srednja vrijednost postotka preživljavanja. 

Br. izolata/dan 

mjerenja 

1  2 7 14 21 28 

1 100 94 92 89 88 86 

2 100 93 66 72 65 66 

3 100 90 83 69 45 36 

4 100 107 100 95 92 89 

5 100 103 99 101 88 92 

6 100 100 94 93 87 84 
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7 100 97 96 92 95 98 

8 100 99 101 93 86 82 

9 100 91 94 91 96 90 

10 100 102 101 96 98 94 

 

 

Slika 2. Preživljavanje (%) izolata P. aeruginosa (1-10) u periodu od 28 dana praćenja. 
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4. RASPRAVA 

 U ovom istraživanju se mjerilo preživljavanje bakterije P. aeruginosa u sterilnoj 

destiliranoj vodi. Od 10 odabranih izolata nakon 28 dana istraživanja svi izolati su bili 

vijabilni. Izolat 1 koji je, zbog svoje otpornosti na antibiotike, uzet od pacijenta kao kontrolni 

soj pokazao je preživljavanje od 86 % nakon 28 dana. Čak pet izolata (4, 5, 7, 9, 10) su 

pokazali veće preživljavanje od njega što ukazuje na njihovu dobru prilagodbu uvjetima 

okoliša. Najveći postotak preživljenja je pokazao izolat br. 7 koji je pronaĎen u vodi iz 

brodskog tanka. Taj soj je u više navrata izdvojen iz tanka, čak i nakon postupka dezinfekcije 

vode kloriranjem, što ukazuje na njegovu otpornost. Možemo pretpostaviti da je ovaj soj 

razvio različite mehanizme prilagodbe na nepovoljne uvjete okoliša koji bi mogli uključivati i 

otpornost prema visokoj koncentraciji klora. Poznato je da P. aeruginosa  može stvarati 

glikokaliks koji ovim bakterijama omogućuje preživljavanje u nepovoljnim životnim uvjetima 

kao što su visoke  koncentracije klora (Mena i Gerba, 2009). Prema Legnani i sur., (1999) P. 

aeruginosa ima sposobnost preživjeti i rasti u mineralnoj vodi koja sadrži vrlo nisku razinu 

otopljenih tvari i organskih spojeva što potvrĎuje njegovu mogućnost prilagodbe i rasta u 

okolišu sa vrlo niskom koncentracijom nutrijenata. U istraživanju koje su proveli Tamagnini i 

Gonzalez, (1997) flaširana voda je sterilizirana i skladištena u plastične ambalaže od 5 i 25 l 

te je čuvana 30 dana. Nakon 30 dana koliformi i E. coli nisu pronaĎeni, a P. aeruginosa je 

pronaĎen u 1 od 3 analizirana uzorka. Nutritivna svestranost  P. aeruginosa (Holt i sur., 1994) 

joj omogućuje umnažanje koristeći dostupne tragove nutrijenata prisutne u vodi, ako se unesu 

iz plastičnih ambalaža (Tamagnini i Gonzalez, 1997). Neke druge bakterije kao što je 

primjerice K. pneumoniae isto tako dugo preživljavaju u vodi, čak i u uvjetima manjka 

nutrijenata. Prema istraživanju koje su proveli Štimac i sur. (2009) K. pneumoniae je pokazala 

najveće preživljavanje u destiliranoj vodi. Nakon 194 dana broj ovih bakterija se smanjio sa 

početne vrijednosti od oko 10
6
 CFU/ml na 10

5
 CFU/ml. Prirodna izvorska voda  se pokazala 

kao najnepovoljniji medij za razmnožavanje ovih mikroorganizama te nakon 142 dana K. 

pneumoniae više nije bila prisutna u uzorku. Usporedimo li to sa istraživanjem Legnani i sur. 

(1999) gdje je soj P. aeruginosa preživio dulje od 5 godina u prirodnoj mineralnoj vodi, 

možemo zaključiti da je otporniji na uvjete i da mu je potrebno manje nutrijenata za 

preživljavanje nego što treba K. pneumoniae. Prema istraživanju u Grčkoj (Papapetropoulou i 

sur., 1994), 9% uzoraka vode sa slavine je sadržavalo P. aeruginosa u  srednjoj koncentraciji 

od 7 CFU/100ml, a u  18,8% uzoraka flaširana vode je ova bakterija naĎena u srednjoj 



17 
 

koncentraciji od 1,000 CFU/100 ml. Ovi izolati su bili otporni i na antibiotike kao što su 

tetraciklini i streptomicini (Mena i Gerba, 2009). 

Najmanji postotak preživljavanja je imao P. aeruginosa iz uzorka br. 3. Već nakon 

prvog tjedna je uslijedilo značajnije smanjenje njegovog broja, sve do 36 % na 28. dan 

istraživanja. Ovaj soj je izdvojen  iz uzorka boćate vode na ušću rijeke Cetine. Možda je 

upravo povećani salinitet imao utjecaj na njegovu slabiju otpornost, odnosno da je njegovo 

preživljavanje bilo najslabije. Različiti čimbenici kao što su temperatura, pH, količina svjetla, 

prisutstvo soli utječu na preživljavanje bakterija u vodi (Wcisło i Chróst, 2000). U istraživanju 

Hrenović i Ivanković (2009) mjereno je preživljavanje E. coli i Acinetobacter junii u 

različitim koncentracijama NaCl. Obje bakterije su, u uvjetima uzgoja na mediju bogatom 

nutrijentima, pokazale da se mogu umnožavati:  E. coli do koncentracije NaCl od 5 % a A. 

junii do koncentracije od 3,5 %. Preživjele su do 48 h pri koncentraciji od 30 % NaCl, te 72 h 

pri koncentraciji od 20 % NaCl. Kada su uzgajane u mediju siromašnom nutrijentima 

umnožavale su se na koncentraciji od 0 %  NaCl (A. junii) i od 0,4 % NaCl  (E. coli).  U 

mediju siromašnom nutrijentima pri višim  koncentracijama NaCl  od 0% NaCl (A. junii), te 

od 0,4 % NaCl (E. coli) bakterije su se prestale umnožavati. E. coli je uspjela preživjeti dulje 

od 72 h u višim koncentracijama NaCl (20%, 30%) u mediju siromašnom nutrijentima, 

vjerojatno zato što nije dolazilo do umnažanja bakterija pa je to omogućilo dulje 

preživljavanje istih. U mediju bogatom nutrijentima nakon 72 h nije zabilježena bakterijska 

aktivnost. Budući da se u mediju siromašnom nutrijentima bakterije nisu razmnožavale u 

koncentraciji soli iznad 0,4 % ne može ih se nazvati osmotolerantnim bakterijama. Tu se 

može vidjeti kako preživljavanje bakterija ovisi i o količini dostupnih nutrijenata te o količini 

soli, ali i o njihovim odnosima. Odnosno, u morskoj vodi može doći do ugibanja ovih 

bakterija upravo zbog kombinacije velikih koncentracija soli i manjka nutrijenata (Hrenović i 

Ivanković, 2009). Nakon izolata 3 najmanje preživljenje je uočeno kod izolata 2 koji je 

izdvojen iz otpadne vode. Ako pogledamo vrijednosti preživljenja može se jasnije vidjeti da 

su ostali izolati više manje pokazali ujednačeno preživljavanje, dok se razlika uočava u izolata 

2 i 3.  

Različite karakteristike vodenog okoliša utječu na prilagodbu bakterija tom okolišu. 

Tako npr. pH, koncentracija nutrijenata i temperatura imaju ulogu i u prihvaćanju bakterija za 

supstrat odnosno u stvaranju biofilma (Donlan, 2002). Nekoliko studija je dokazalo da 

sezonske promjene utječu na formaciju biofilma u različitim vodenim sustavima (Donlan i 

sur., 1994; Fera i sur., 1989). P. aeruginosa ima veliki broj gena koji omogućuju razgradnju 
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različitih supstrata i katalizu, što ih čini sposobnim da  koriste različite sastojke kao hranjive 

tvari, a samim time i visoku ekološku prilagodbu (Stanier i sur., 1966). Njihovi poželjni izvori 

ugljika i dušika su kratki lanci masnih kiselina, aminokiseline i poliamini (Stanier i sur., 1966; 

Lessie i Neidhardt, 1967; Meile i sur., 1982; Tricot i sur., 1994), dok su manje poželjni više 

metabolizirani šećeri (Entner i Doudoroff, 1952; Goldbourt i sur., 2007). Prema istraživanju 

Frimmersdorf i sur., (2010) gdje su dva različita soja P. aeruginosa uzgajana na 

mikrobiološkoj podlozi sa različitim izvorom ugljika (kadaverin, casamino kiseline, citrat, 

glukoza, sukcinat, triptofan), najmanji rast je zabilježen na mediju sa kadaverinom kojim su 

imitirani uvjeti sa niskom koncentracijom nutrijenata, a najveći sa triptofanom koji je 

predstavljao veću koncentraciju nutrijenata. Prema Frimmersdorfu (2010) dokazano je da u 

uvjetima manjka nutrijenata P. aeruginosa aktivira svoje posebne metaboličke puteve 

povezane sa prethodno dostupnim izvorima ugljika. Ta strategija prilagodbe u kombinaciji sa 

nepromjenijivim metabolizmom jezgre može predstavljati temelj za metaboličku svestranost 

ovog organizma i njegovo prilagoĎavanje različitim okolišnim uvjetima (Frimmersdorf i sur., 

2010). U stresnim uvjetima promjene u razini ekspresije pojedinih gena potiču fenotipske 

promjene kao odgovor na promjene u okolišu, i tako omogućuju njihovu prilagodbu (Storz i 

Hengge, 2010). U istraživanju Mendis i sur., (2014) P. aeruginosa je uzgajana u Fraquil 

mediju koji sadrži soli i metale u tragovima (Morel i sur., 1975). Mjereno je preživljavanje sa 

većim i manjim početnim brojem P. aeruginosa. U takvom mediju P. aeruginosa je preživjela 

najmanje 45 dana, bez smanjenja kultivabilnosti. Broj P. aeruginosa se u tom mjerenju  

smanjio otprilike sa 9,8 log CFU/ml na 9,4 log CFU/ml kod većeg početnog broja bakterija, a 

kod manjeg broj je ostao skoro isti (Mendis i sur., 2014). Kod nekih bakterija izloženost 

niskoj koncentraciji nutrijenata rezultira njihovim ulaskom u vijabilno, nekultivabilno stanje, 

odnosno bakterije su vijabilne ali se ne mogu dobiti u kulturi (Li i sur., 2014). Prema Mendis i 

sur., (2014) za P. aeruginosa u Fraquil mediju tijekom 45 dana nije došlo do nekultivabilnog 

stanja, budući da su bakterije toliko dugo preživjele u mediju siromašnom nutrijentima. U 

drugim istraživanjima je dokazano da prisutnost bakra  u vodi sa slavine izaziva vijabilno ali 

nekultivabilno stanje kod P. aeruginosa već nakon 24 h (Dwidjosiswojo i sur., 2011). 

TakoĎer u Fraquile mediju P. aeruginosa ne stvara biofilm. Pretpostavlja se da je razlog tome 

što je koncentracija nutrijenata premala za proizvodnju ekstracelularnog matriksa koji je 

nužan za stvaranje biofilma, pa P. aeruginosa ostaje u planktonskom, životnom obliku 

(Coggan i Wolfgang, 2012).  
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5. ZAKLJUČAK 

 P. aeruginosa je široko rasprostranjena u okolišu pa je tako možemo pronaći u 

vodama različitog porijekla. U ovom radu je izolirana bakterija P. aeruginosa iz različitih 

uzoraka vode. Postotak preživljenja P. aeruginosa u oligotrofnim uvjetima, kao što je sterilna 

voda se razlikuje ovisno o vrsti vode koju je nastanjivala. Kontrolni izolat izdvojen iz 

pacijenta koji je višestruko otporan na antibiotike, nije pokazao značajnije razlike u 

preživljenju u odnosu na ispitivane sojeve iz vode. Trebalo bi dodatno istražiti postoji li 

povezanost izmeĎu preživljenja bakterija u vodi i njihove otpornosti na različite antibiotike. 

Nakon 28 dana u svim izolatima smo još uvijek imali vijabilne stanice P. aeruginosa. Ova 

bakterija je inače veoma prilagodljiva raznovrsnim okolišnim uvjetima, posebice manjku 

nutrijenata. Aktiviranjem različitih metaboličkih puteva postaje sposobna  koristiti različite 

sastojke kao hranjive. Prema brojnim istraživanjima često se uspijeva prilagoditi novim 

životnim uvjetima i preživljava duže nego neke druge bakterije. Ispitivane bakterije su 

pokazale smanjivanje broja tijekom perioda od 28 dana.  Izolat 7 koji je izdvojen iz vode 

brodskog tanka, koja se višekratno klorirala, pokazao je najviši postotak preživljenja. Postoji 

mogućnost da je postupak dezinfekcije klorom pogodovao aktivaciji posebnih mehanizama 

otpornosti na nepovoljne uvjete kao što je oligotrofija pa  je zato ovaj izolat pokazao najveće 

preživljenje. Povećani salintitet vode, s druge strane, možda iscrpljuje i slabi bakterije P. 

aeruginosa pa je stoga preživljenje soja iz boćate vode rijeke bilo najlošije. Ove pretpostavke 

bi se takoĎer trebale potvrditi daljnjim istraživanjem. Nove spoznaje o načinima prilagodbe 

ovih bakterija na nepovoljne  životne uvjete i njihovom preživljavanju u istima, bile bi 

dragocjene u otkrivanju učinkovitih metoda njihove eliminacije iz bolnica gdje su često 

uzročnici ozbiljnih infekcija.  
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