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Sazetak

Voda je tekuéina koja se nalazi oko nas u bilo kojem trenu i u bilo kojem obliku. Osigurati
zdravstveno ispravnu (fizikalno-kemijski i mikrobioloski) vodu svim ljudima na svijetu je
danas tesko, $to zbog malih koli¢ina pitke vode, §to zbog razvijenosti ili ne razvijenosti i
zagadenja u odredenim zemljama. Odrzavanje zdravstveno ispravne vode je danas najveci
zadatak svih nas ljudi, kao i ocuvanje nasih voda Cistima i nezagadenima.

U ovom radu analizirano je 10 uzoraka vode, od ¢ega su 6 uzoraka vode za pice | 4 uzoraka
povrsinskih voda. Provedena su mikrobioloSka ispitivanja svih uzoraka u skladu s vaze¢im
zakonima i pravilnicima u Republici Hrvatskoj, a same analize provedene su u laboratoriju
Zavoda za javno zdravstvo Koprivnicko-krizevacke zupanije. Od 6 uzoraka pitke vode, 50%,
tj. 3 uzorka su odgovarala parametrima zadanim pravilnicima i zakonima, dok su preostala 3
imala poviSene udjele odredenih bakterija. Jedan uzorak sadrzavao je prevelike kolicine
koliformnih bakterija, odnosno, prema vazeéem zakonu u vodi se ne smije pojaviti niti jedna
kolonija koliformnih bakterija. Drugi neodgovarajuci uzorak sadrzavao je povisene koli¢ine
bakterijskih kolonija naraslih na 22°C sto je vjerojatno rezultat ustajale vode i bakterija koje
su se nakupile u cijevi, a ne onih koje se nalaze u vodi. Tre¢i neodgovaraju¢i uzorak
sadrzavao je poviSene koli¢ine bakterijskih kolonija naraslih na 22°C i 36°C. Ostali uzorci
pitkih voda bili su odgovarajuci sa nekoliko naraslih bakterijskih kolonija na 22°C ili 36°C
koje su jo§ uvijek unutar granica. Kod uzoraka povrsSinskih voda najgore mikrobioloske
Gistoée bila je rijeka Bednja dok su ostali uzroci povrinskih voda uzeti na potoku Crncu i
rijekama Dravi i Plitvici dali vrlo dobre i zadovoljavajuce rezultate, no svejedno je u njima
prisutna u malim koli¢inama E. coli.

Kljuéne rije¢i: voda, zdravstveno ispravna voda, mikrobioloska ispitivanja, povrsinske vode



Abstract

Water is liquid which can be found anywhere around us in any moment and any form. Iti s
difficult to provide healthy (physical-chemical and microbiological) water for all people in
the world, partly because of small amounts of healthy drinking water, partly because of the
development or lack of development and pollution in certain countries. The biggest task
today, for all of us, is maintaining healthy water, as well as keeping our waters clean and
unpolluted.

In this paper, 10 water samples were analysed, of which 6 were drinking water samples and 4
were surface water samples. Microbiological tests of all samples were carried out in
accordance with competent laws and regulations in the Republic of Croatia, and the analyses
themselves were carried out in the laboratory of the Institute of Public Health of
Koprivni¢ko-krizevacka County. Out of 6 samples of drinking water, 50% of samples
corresponded to the parameters set by regulations and laws, while the remaining 3 had
elevated proportions of certain bacteria. One sample contained excessive amount of coliform
bacteria, which according to law, is defective sample, because, if even one colony of coliform
bacteria appears, that water should not be used for drinking. Second defective sample
contained elevated amounts of bacterial colonies grown at 22°C, which is likely the result of
stagnant water and bacteria who settled in the pipe rather than those found in the water. Third
defective sample contained elevated amounts of bacterial colonies grown at 22°C and 36°C.
other drinking water samples were adequate with few bacterial colonies growing at 22°C or
36°C still within limits. In surface water samples, one with worst microbiological purity was
the river Bednja, while the other samples of surface water taken from the stream Crnec and
rivers Drava and Plitvica gave very good and satisfactory results, but E. coli was still present
in them in small amounts.

Key words: water, healthy drinking water, microbiological tests, surface waters



Popis koriStenih kratica

WHO
MPN
MDK
ETEC
EPEC
EIEC
EHEC
bik
CCA

SBA
PSA
YEA
ONPG
BEA
ml

Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)
Najvjerojatniji broj (eng. Most Probable Number)

Maksimalna dopustena koli¢ina

Enterotoksigena E. coli

Enteropatogena E. coli

Enteroinvazivna E. coli

Enterohemoragi¢na E. coli

Broj izraslih kolonija

eng. Chromogenic Coliform agar; hranjiva podloga za dokazivanje E.coli i
ukupnih koliforma

eng. Slantez i Bartley; hranjiva podloga za uzgoj enterokoka
Hranjiva podloga za uzgoj bakterije Pseudomonas aeruginosa

eng. Yeast extract agar; hranjiva podloga za uzgoj mikroorganizama
orto-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid

Zucni-eskulin-azid agar

Mililitar
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1. Uvod

Ljudski organizam duZe moze opstati bez hrane negoli vode. Voda je toliko jednostavna
molekula, a opet neopisivo vazna za svaki organizam na ovom svijetu. Ljudski organizam je i
sam ve¢im dijelom izgraden od vode. Voda se iz naseg organizma svakodnevno izlucuje,
kroz mokracu, izmet, kod disanja, znojenja i sl., u velikim koli¢inama, pa ju je stoga i
potrebno nadoknaditi. Jedan i najvazniji na¢in nadoknadivanja vode je i pijenje zdravstveno
ispravne vode. Ta voda mora biti Cista i zdrava, te na ni koji nac¢in ne smije nastetiti ljudskom
zdravlju [1]. Naselja su okruzena raznim vrstama potoka i rijeka koje se nazalost
svakodnevno onecis¢uju od strane ljudi ili drugih Zivotinja, pri ¢emu se ne razmiSlja da ce
mozda ta ista voda u jednom trenu zavrsiti 1 kod nas u domu, preko javnog vodovoda. Voda
koju mi puStamo kroz naSu slavinu, prije pro¢iS¢avanja mozda je tekla u nekoj okolnoj rijeci.

Svrha procis¢avanja voda je u prvom redu omoguéiti ljudima zdravstveno ispravnu vodu
za pice. Vode su Cesto oneciS¢ene fizikalnim, kemijskim 1 mikrobioloS8kim kontaminantima,
od kojih su fekalni mikroorganizmi narocito nepozeljni u nasoj vodi za pi¢e. No, i nakon
procis¢avanja vode, moze se desiti da odredene bakterije prezive ili da se voda naknadno
zagadi kriznom kontaminacijom.

U ovom radu izneseni su rezultati analiza 6 uzoraka vode za pice sa razlicitih mjesta, te 4
uzoraka okolnih povrSinskih voda iz obliznjih potoka ili rijeka. Uzorci vode uzeti su na
podru¢ju Varazdinske i Koprivni¢ko-krizevacke zupanije. Uzorci su analizirani u skladu s

vaze¢im zakonima i pravilnicima.



2. Voda

Voda je tekucina koja nam je potrebna kroz cijeli zivot. Bez vode ne mozemo zivjeti i bez
vode ne bi postojalo niSta na Zemlji. Voda je potrebna svakom organizmu na svijetu kako bi
on mogao normalno funkcionirati, razvijati se i uop¢e opstati u svojem stanistu. U njoj se
odvijaju razne reakcije i otapaju sve tvari koje unosimo u organizam.

Voda se u prirodi pojavljuje u tri agregatna stanja koja najviSe ovise o temperaturi
okoline. Tri agregatna stanja u kojima pronalazimo vodu su kruto, tekuce i plinovito stanje.
To je anorganska tekucina koja je u svojem prirodnom obliku bez boje, okusa i mirisa. Udio
vode u ljudskom organizmu iznosi izmedu 68-75% od ukupne tezine ljudskog tijela [1] §to
nam i samo govori koliko je voda vazna za nas i normalno odvijanje svih funkcija u naSem
organizmu. U vodi po€inje Zivot i pomocu vode se odrzava zivot. U bilo kojem vodenom
okoliSu najviSe je molekula vode, no u njoj se nalaze u manjim udjelima i druge tvari i
spojevi koji ovise o vrsti vode i kvaliteti vode, ali i 0 tome koju namjenu voda ima, tj. za §to

se koristi. [2]

(@) (b)

o— i
6+w vodikova veza
Sreoe o+ -'5*
H  104.45° H ‘ i~ ot
o+ o+ 2+ ‘

O

Slika 2.1. a) molekula vode s oznac¢enom duljinom veze i kutom izmedu atoma u molekuli

vode, b) prikaz vodikove veze



2.1.  Voda za ljudsku potros$nju

Prema ,,Zakonu o vodi za ljudsku potrosnju“ (NN 16/20) [3]: ,, Voda namijenjena za
ljudsku potrosnju je sva voda koja je u svojem izvornom stanju ili nakon obrade namijenjena
za pice, kuhanje, pripremu hrane ili druge potrebe kucanstva, neovisno o njezinom porijeklu
te neovisno o tome potjece li iz sustava javne vodoopskrbe, iz cisterni ili iz boca odnosno
posuda za vodu“ [3], ali i prema istome ,,Zakonu o vodi za ljudsku potro$nju* (NN 16/20)
[3]: ,,voda za ljudsku potrosnju je sva voda koja se rabi u industrijama za proizvodnju hrane u
svrhu proizvodnje, obrade, ocuvanja ili stavljanja na trziSte proizvoda ili tvari namijenjenih
za ljudsku potros$nju, osim ako nadlezno tijelo ne utvrdi da kakvocéa vode ne moze utjecati na
zdravstvenu ispravnost hrane u njezinom kona¢nom obliku® [3]. Voda koju mi pijemo ne
smije biti zagadena raznim tvarima koje bi Stetno utjecale na nase zdravlje, ne smije biti
onecis¢ena i sadrzavati mikroorganizme koji bi kod ¢ovjeka mogli uzrokovati razna oboljenja
ili tegobe. Voda koja se ispusta u vodotoke mora biti ociS¢ena od fizickih i bioloskih
oneciscenja i ne smije biti opasna za okoliS. Voda koju mi pijemo je slatkovodna voda i ona
mora zadovoljavati uvjete donesene vaze¢im ,,Zakonom o vodi za ljudsku potrosnju“ (NN
16/20) [3] i ,,Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i
planovima sigurnosti vode za ljudsku potrosnju te nac¢inu vodenja registra pravnih osoba koje
obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe* (NN 125/2017) [14] kako bi ju mi mogli
konzumirati. Takoder, voda koju mi pijemo je i voda koja se koristi u industrijama za
proizvodnju razli€itih proizvoda, pri tome misle¢i na prehrambene industrije. Voda koja se
koristi za proizvodnju prehrambenih proizvoda mora zadovoljavati iste uvjete kao i ona koju
pijemo iz slavine kod kuce.

Koli¢ina nama dostupne pitke vode s vremenom se smanjuje jer je sve viSe ljudi na
svijetu, a time su i sve vece potrebe za pitkom vodom. Slatkovodna voda se ne koristi samo
izravno za pi¢e, ona se koristi i u raznim industrijama, bilo prehrambenim ili ne
prehrambenim, a nakon koriStenja se vrac¢a u prirodu ukoliko nije uklopljena u proizvod.
Nakon §to je koristena u bilo kakvoj industriji, voda vise ne izlazi iste Cistoce iz industrije S
obzirom na to s kojom c¢istocom je usla u proizvodnju. Industrije moraju otpadne vode
procistiti prije ispustanja u prirodu, no Cesto se puta deSava da se ona vraca u prirodu
obogacena teSkim metalima, opasnim kemikalijama, ali i u prirodu dolazi otpadna
kanalizacijska voda koja, naravno, ne moze biti pitka ukoliko se na odredene nacine ne

procisti [4].



Zbog smanjenja koli¢ine pitke vode, moramo zaStititi vodu od oneciS¢enja. Ukoliko se
voda ne bi procis¢avala i ukoliko se ne bi pazilo na oneciS¢enja, ubrzo bi nestalo pitke vode.
Na svijetu je zapravo mnogo vode, no problem je da nije sva pitka ili nam je nedostupna.
Procjenjuje se da na zemlji ima oko 1,4 * 10° km? vode. Od toga, udio slane vode iznosi 97%
dok je 2% vode ,,zarobljeno* u ledenjacima na polovima [5]. Od ukupne koli¢ine slatke vode
na zemlji (Slika 2.2.) moze se koristiti samo 1% te vode jer je ona u ledenjacima nama

nedostupna za koriStenje [5].

B Ledenjaci
m Podzemna

voda
OVlaga tla
@ Jezera

® Atmosfera

B Rijeke

Slika 2.2. Udio i raspored slatke vode na Zemlji [5]

»Zakonom o vodama“ propisano je da se vode moraju zastiti od oneciS¢enja zbog (NN
153/2009): ,,o¢uvanja zivota i zdravlja ljudi, zastite vodnih ekosustava i drugih o vodi ovisnih
ekosustava, zaStite prirode, smanjenja oneciS¢enja i sprjecavanja daljnjeg pogorSanja stanja
voda, omogucéavanja neskodljivog i nesmetanog koristenja voda za razli¢ite namijene* [6].
Danas se tehnologija proci§¢avanja voda sve vise i viSe unaprjeduje, ali i zahtjevi za kakvocu
otpadnih voda postaju sve strozi i strozi. Koli¢ina dostupne pitke vode nama ljudima nije ista
u svim zemljama svijeta. Na nasem podrucju koli¢ina pitke vode je velika, to¢nije za
Hrvatsku iznosi otprilike 5300 m3 po stanovniku, §to je zapravo i vise nego dovoljno za nase
potrebe [5]. S obzirom na dostupnost pitke vode, Hrvatska se uvrstava u 30 zemalja bogatih
pitkom vodom [7]. Obi¢no se problem nedostatka pitke vode veze i s veli¢inom populacije u
nekoj zemlji. Tako u zemljama koje imaju viSe stanovnika, imaju i manje dostupne pitke
vode. Osim toga, nedostatak pitke vode povezan je i s oneciS¢enjima vode koja su s
vremenom sve veca i veca. Postoji i moguénost, ukoliko se onec¢iséenja voda ne smanje, da

moze do¢i do nestasice pitke vode i u vise zemalja svijeta.



Vode koje teku naSim vodovodima su vode zahvacéene iz podzemnih ili povrSinskih voda.
Sva voda koja te¢e naSim vodovodima mora biti zdravstveno ispravna i odgovarati
navedenim granicama u pravilnicima i zakonima. Kemijska i mikrobioloska Cisto¢a vode
ispituje se redovito, a u Hrvatskoj ih provodi Hrvatski zavod za javno zdravstvo. Ukoliko se
desi da ispravnost vode nije sukladna zakonu i pravilnicima, 0 tome se obavjesStava
stanovnistvo sve do kad se opet ne uspostavi redovno stanje voda, unutar granica dozvoljenih

parametara propisanih pravilnikom [7].

2.2.  Vrste oneciS¢enja voda

U raznim industrijama voda se koristi za razli¢ite namijene. U prehrambenoj industriji
voda se koristi kao procesna voda, voda za hladenje i voda za kondenzatore [5]. Kao i u
svakoj drugoj industriji i u prehrambenoj se koriste odredene kemikalije, naravno, u
dozvoljenim koli¢inama i ne smiju zaostati u hrani. Te kemikalije mogu zavrsiti u vodi koja
se koristi u procesu proizvodnje, pri ¢emu se ta voda oneciS¢uje i1 takva ne smije dospjeti u
prirodu, tj. nazad u vodotoke. U vodi koja se koristi u prehrambenoj industriji ne moraju se
pojaviti samo otrovne kemikalije. U nekim prehrambenim industrijama, u vodi, mogu se
pojaviti i amonijak, saharoza, masnoce kod prerade mesa ili drugih sirovina koje sadrze
velike koli¢ine masnoce ili nekakva vapna koja se dodaju u vodu kod prerade sokova kako bi
se smanjila tvrdoc¢a vode i smanjio njezin alkalitet Sto nisu prirodni sastojci vode i u prirodi se
smatraju zagadivacima [5].

Mikroorganizmi koji su prisutni u vodi, u odredenim uvjetima mogu biti zagadivaci. Oni
su bioloski zagadivaci i u odredenim uvjetima mogu uzrokovati razlicita oboljenja kod ljudi i
zivotinja. Posebno su opasni fekalni mikroorganizmi koji uzrokuju razne crijevne tegobe
ukoliko se konzumira voda u kojima su prisutni ti mikroorganizmi. Bilo koja tvar u prirodi
moze biti zagadivac, ukoliko se nalazi ili u prevelikim koli¢inama ili u odredenim uvjetima.
Tako npr. imamo fosfor koji je u prirodi, ali i u vodi vrlo vazan za rast organizama. Ukoliko
se fosfor na odredenom mjestu nalazi u prevelikim koli¢inama, kod vodenih organizama
moze prouzrociti eutrofikaciju [8], tj. starenje vodenih ekosustava. Navedeni proces zapravo

traje tisucama godina, no pod naSim utjecajem moze se skratiti i na nekoliko godina [9].



3. Mikroorganizmi u vodi

Ljudi su svakim danom konstantno izlozeni raznim mikroorganizmima od kojih je mali
broj njih sposoban za stvaranje nekakve interakcije koja bi rezultirala infekcijom ili bolesti.
Mikroorganizmi koji uzrokuju bolesti nazivaju se patogenim mikroorganizmima, a infekcije
su procesi u kojima se mikroorganizmi umnozavaju i rastu unutar nekog domacina [10].
Mikroorganizme mozemo pronaci i u pitkoj vodi. Pitka voda ne mora nuzno biti sterilna
voda. U pitkoj vodi moguce je pronaci neke vrste mikroorganizama koji u odredenom broju
ne moraju Stetiti ljudima 1 njihovom zdravlju. Zato je pravilnicima i zakonom propisano
koliko i kojih se mikroorganizama moze nalaziti u pitkoj vodi koja je namijenjena za ljudsku
konzumaciju. No, ukoliko mi konzumiramo vodu u kojoj se nalaze patogeni mikroorganizmi,
da bi oni prouzrocili bolest, mikroorganizmi prvo moraju narasti 1 razmnoZiti se unutar
domacina. Vrijeme koje je potrebno da se pojave prvi znaci bolesti nakon infekcije naziva se
vrijeme inkubacije. Vrijeme inkubacije je kada se mikroorganizmi prilagodavaju uvjetima u
kojima su se nastanili te polako po€inju rasti i razmnozavati se. Vrijeme inkubacije razli¢ito
je za svaki mikroorganizam, te moze biti od 6-12 sati, pa sve do 30-60 dana [10].

Prema ,,Zakonu o vodi za ljudsku potro$nju* (NN 16/20) zdravstveno ispravnom vodom
za pice smatramo vodu koja u sebi ne sadrzi mikroorganizme iznad granica dozvoljenih
pravilnikom i zakonom, ne sadrzi nikakve parazite, fizicka ni kemijska onecis¢enja te ju ljudi
mogu bez problema konzumirati, a da pritom ne dobe razna crijevna i druga oboljenja [3].
Bez obzira na redovita ispitivanja i nacine prociS¢avanja koji se provode, uvijek postoji
mogucnost da se na nekom odredenom mjestu voda kontaminira. Ta mjesta nazivaju se izvori

oneciscenja, a oni mogu biti [11]:

izvor pitke vode,

neadekvatan tretman u postrojenju za procis¢avanje vode,

sustav distribucije vode,

razvoj biofilma koji moze promijeniti kvalitetu vode.

Mikroorganizmi su u vodi, kao i u svim ostalim mjestima u prirodi, normalno prisutni. Na
ponekim mjestima su prisutni u veéim koli¢inama, dok ih na drugim mjestima ima manje.
Njihova pojava ovisi 0 uvjetima neke sredine. Nekim mikroorganizmima bolje odgovaraju
toplije temperature, nekima hladnije, nekima bolje odgovara vlazno podrucje, dok drugi
mikroorganizmi bolje rastu i razvijaju se na su$im mjestima. Rast mikroorganizama ovisi o

raznim C¢imbenicima, te se nefe nastaniti na mjestima koja nisu pogodna za njihov



metabolizam. Mikrobioloska ispravnost teku¢ih voda se u danasnje vrijeme vrlo tesko postize
jer ljudi u potoke i rijeke koji se nalaze oko sela, koja se jos aktivno bave poljoprivredom i
drugim slicnim djelatnostima, a nemaju sustav kanalizacije, ispustaju otpadne vode iz
septickih jama ili nekih svojih domacih komposta, pri ¢emu ta voda nije ni na koji nacin
tretirana bilo kakvim sredstvom za prociS¢avanje. Time se ta voda oneciS¢uje ponajprije
fekalnim mikroorganizmima, a dalje se ta voda iz potoka ulijeva u druge potoke, rijeke ili
jezera koji dolaze i do vodocrpilista, a isto tako dolazi i do polja koja se nalaze oko tih potoka
i rijeka, a na kojima se uzgajaju npr. zitarice koje ¢e se kasnije koristiti za proizvodnju
prehrambenih proizvoda.

Mikroorganizme ne mozemo vidjeti golim okom pa su laboratorijske analize nuzne za
dokazivanje zdravstvene ispravnosti vode za pice i ocjene Cisto¢e povrSinskih voda. Naizgled
Cista voda bez nekakvih stranih oneciS¢enja kao Sto su razne vrste otpadne plastike ili bilo
kakvog smeca koje prouzroci covjek, ne mora znaciti da voda zapravo nije zagadena
mikroorganizmima.

Dosta mikroorganizama, koji se nalaze u vodi, cijeli Zivot uglavnom provedu u vodenom
okruzju i samo sluc¢ajno naidu na domacina u ili na kojem se mogu nastaniti. Oni su se dobro
prilagodili vodenom okoliSu sa malim koncentracijama nutrijenata i slabim fizickim,
bioloskim i kemijskim interakcijama [12]. Mikroorganizmi u vodi mogu izazvati razna
oboljenja i bolesti §to je prvi i glavni razlog mikrobioloskih ispitivanja vode. Iako Zivimo u
naprednim vremenima gdje se lako pronalaze rjesenja za razliCite probleme, problem
dostupnosti pitke vode svim ljudima na svijetu jo$ je uvijek tesko osigurati. Mikrobioloske
analize i rutinske mikrobioloske provjere vode trebale bi biti svakodnevnica na cijelom
svijetu [13]. Mikrobioloska ispitivanja vode koja se uglavnom provode po akreditiranim
laboratorijima, najve¢im dijelom su fokusirana na fekalne bakterije i fekalno zagadenje.
Nama najpoznatija bakterija fekalnog oneciS¢enja u vodama, a i drugim raznim medijima, je
Escherichia coli. Prema ,Pravilniku o parametrima sukladnosti, metodama analize,
monitoringu i planovima sigurnosti vode za ljudsku potrosnju te nacinu vodenja registra
pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe® (NN 125/2017) broj izraslih
kolonija E. coli u uzorku od 250 ml vode mora biti jednak nuli. E. coli u pitkoj vodi ne smije
biti prisutna [14]. Fekalne bakterije, unesene u organizam, mogu uzrokovati oboljenja, npr.
dijarealne bolesti od kojih svake godine umire 1.5 miliona djece koja nemaju pristup pitkoj i
Cistoj vodi [13]. Osim toga, prema podacima WHO-a, svake godine 5 miliona ljudi umire od

bolesti prenosenih vodom, odnosno infekcija nastalih zbog konzumacije ne pitke vode, od



Cega je vise od 50% slucajeva povezano sa mikrobnim kontaminacijama vode, od kojih je na

prvom mjestu kolera [13].

3.1. Escherichia coli

Escherichia coli je bakterija koja se normalno nalazi u crijevima ljudi i u njima obavlja
odredenu funkciju kod probave hrane. Obi¢no je pojava ove bakterije u nekom mediju znak
da je u blizini fekalna kontaminacija. Ukoliko se radi o vodi kao mediju u kojem je
pronadena E. coli, postoji velika mogucnost da se u blizini izlijeva kanalizacija ili otpadna
voda iz septic¢kih jama. Zato se i E. coli takoder naziva i indikatorom fekalne kontaminacije.
Osim E. coli, kao indikatori fekalne kontaminacije koriste se i ukupni koliformi, enterokoki i
fekalni enterokoki.

E. coli je gram-negativna bakterija, Stapiastog oblika i spada u skupinu
Enterobactericeae [15]. Okruzena je bicevima (flagelama) i ve¢inom je pokretna bakterija.
Najces¢e se uzgaja na Endo agaru gdje uzrokuje kolonije metalnog sjaja (Slika 3.2.).
Primarna funkcija E. coli u probavnom traktu ljudi je u odrzavanju normalnog funkcioniranja
crijeva. E. coli je bakterija koja za prezivljavanje zahtijeva jednostavne izvore ugljika i
dusika uz fosfor, sumpor i ostale elemente u tragovima [15]. Takoder, ona moze rasti i u
aerobnim i anaerobnim uvjetima [15]. Optimalna temperatura za rast bakterije je 37°C, §to
znacdi da je ona mezofilna bakterija, no moze rasti u rasponu temperatura od 7,5 do 49°C [15],
no, ugiba na temperaturama od 60°C. E. coli se vrlo rijetko pojavljuje u vodovodnoj vodi,
odnosno, u vodi koju pijemo kod kuce iz slavine. No, ¢eS¢e se javlja u rijekama ili potocima,
ali i obi¢no na mjestima koja ljudi koriste kao kupalista. E. coli u vodi obi¢no ostaje izmedu 4

i 12 tjedana [13].

Slika 3.1. E. coli pod elektronskim mikroékopom



Slika 3.2. Izrasle kolonije E. coli na Endo agaru

E. coli je u vecini uvjeta bezopasna bakterija, kao §to je to npr. u crijevima ljudi i
toplokrvnih Zivotinja gdje je ona normalni stanovnik. No, postoje i one vrste koje su patogene
i koje mogu uzrokovati gastroenteritis. Neke od njih su enterotoksigena E. coli (ETEC),
enteropatogena E. coli (EPEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC) i enterohemoragi¢na E. coli
(EHEC) [10]. One su razvrstane po svojim sposobnostima prezivljavanja i patogenosti,
fenotipskim obiljezjima, nacinu reagiranja na razli¢ite antibiotike ili sposobnosti razgradnje
ugljika [10, 13, 15]. Sve vrste E. coli prenose se fekalno-oralnim putem transmisije. Medu
ovim vrstama, neke od njih mogu se CeSce, a neke rjede pojavljivati u prirodi. Vecina
istrazivanja dokazuje kako se EPEC vrsta E. coli najces¢e pojavljuje u prirodi [15]. Razlog
tomu je da EPEC vrste kao domacina, ve¢inom imaju ljude ili zivotinje koje tu bakteriju
prenose.

Zaraza ETEC vrstom E. coli je ¢esta pojava kod osoba koje putuju u nerazvijenije zemlje,
te se dosta Cesto javlja kod djece, u nerazvijenijim zemljama [10]. Takoder, ova vrsta uz
dijareju moze izazvati i gastroenteritis. Cesto se javlja u zemljama koje nemaju adekvatnu
Cistu pitku vodu sa ¢ime se povezuje i loSa higijena. Obi¢no simptomi zaraze traju nekoliko
dana i praceni su uz gréeve u trbuhu, dijareju i povracanje [13]. Zaraza ovom vrstom
bakterije je Cesta kod male djece. Obi¢no se prenosi preko kontaminirane hrane ili vode i
uzrokuje dijareju $to dovodi do dehidracije i pothranjenosti kod male djece [13].

EHEC vrsta E. coli se ne javlja toliko ¢esto kao problem konzumacije kontaminirane
vode. Ova vrsta bakterije viSe se pojavljuje kod konzumacije sirove, nedovoljno obradene
hrane ili svijeZzeg neobradenog mlijeka [13]. Prijenos se Cesto deSava sa osobe na osobu, ali
postoje 1 slucajevi kada ljudi nisu imali nikakve simptome zaraze EHEC vrstom, ali su ju

prenijeli na druge osobe. EHEC vrsta proizvodi dvije vrste toksina, verotoksin | i Il [10]. Kao



i sve vrste, i ova vrsta uzrokuje odredene probleme kod osobe koja je zarazena. Simptomi
zaraze su grcevi i dijareja, no ¢esto dolazi do pojave krvi u stolici [10, 13].

EIEC vrsta E. coli javlja se kao zaraza kod konzumacije i kontaminirane vode, ali i kod
konzumacije kontaminirane hrane [13]. Bolest obi¢no traje otprilike osam dana i pojavljuje se

uz abdominalne gr¢eve, vodenaste stolice i groznicu [10].

3.2.  Ukupni koliformi

Koliformne bakterije su normalni stanovnici crijeva i probavnog sustava ljudi i
toplokrvnih Zivotinja. One su primarno nepatogene bakterije koje S$tite naSa crijeva od
infekcija te sluze za normalan rad crijeva i normalnu probavu hrane. Ove bakterije ljudi
izluCuju preko stolice, te kasnije preko otpadnih voda one dospijevaju u prirodu. Koliformne
bakterije se kao indikatori fekalne kontaminacije uvode na prijelazu iz 19. na 20. stoljece
[13].

Ukupni koliformi su gram negativne Stapicaste bakterije koje fermentiraju laktozu i
stvaraju kiseline ili aldehide unutar 24 sata na temperaturama od 35-37°C [17, 19]. U
koliformne bakterije ubrajamo E. coli koja ¢ini ukupno 90% populacije fekalnih koliforma,
Citrobacter, Enterobacter i Klebsiella [17, 18]. Ove Cetiri bakterije daju pozitivnu reakciju
kod ispitivanja fekalnog zagadenja vode. One se nazivaju indikatori fekalne kontaminacije jer
sluze za dokazivanje fekalnog zagadenja vode. Ove bakterije, moguce je pronaci i u otpadnim
I tzv. proc¢is¢enim vodama i zato ukupni koliformi ne moraju uvijek znaciti i fekalnu
kontaminaciju. Koliformne bakterije dijele se u dvije skupine, ukupne i fekalne koliforme.
Ove dvije skupine dijele se s obzirom na brzinu rasta pri razli¢itoj temperaturi [17]. Fekalne
koliformne bakterije toleriraju viSe temperature i uzgajaju se na 44,5°C, dok se ukupne
koliformne bakterije uzgajaju pri 35°C [18]. Ukupni koliformi se uglavnom lako izoliraju i
mogu identificirati zbog toga jer se kod fekalne kontaminacije vode, ili bilo kojeg drugog
medija, nalaze u visokim koncentracijama. Ukoliko se koliformi pronadu u vodi one mogu

takoder i1 ukazati na moguénost stvaranja biofilma u sistemu distribucije vode.

3.3. Enterokoki

Enterokoki su gram-pozitivne, okrugle malo jajolikog oblika, fakultativnho anaerobne

bakterije, iako vise preferiraju anaerobne uvjete, ne tvore spore i obi¢no se nalaze same, u
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parovima ili kratkim lancima. Optimalna temperatura rasta ovih bakterija je od 35-37°C [13]
Sto znaci da su mezofili. Neki rastu i na vi§im temperaturama ili ¢ak na nizim od otprilike
10°C [13]. Enterokoki se javljaju u razli¢itim vrstama hrane, ali najvise u hrani zivotinjskog
porijekla. Oni se ne smatraju uvijek kontaminantima jer u nekim vrstama hrane stvaraju
posebnu aromu, npr. kod fermentiranih kobasica ili nekih vrsta sireva [13]. Enterokoki se jos§
nazivaju i fekalnim streptokokima. Do 1984. godine, enterokoki su spadali u grupu
streptokoka, no izdvojeni su kao zasebni zbog toga jer su otporniji na fizikalne i kemijske
agense kojima su izlozeni [20]. Ove bakterije zapravo ¢ine grupu od ukupno 16 vrsta
bakterija roda Enterococcus [4].

Optimalan pH za rast enterokoka iznosi 9,6 i mogu prezivjeti na 60°C otprilike 30-ak
minuta [20]. Enterokoki su bakterije koje se isto nalaze u probavnom sustavu ljudi i pomazu
u probavi i drugim metabolickim putevima u crijevima. Neke vrste se ¢ak dodaju i u
probiotike i sluze za lijecenje dijareje i pomazu u podizanju imuniteta [20]. Oni nisu normalni
stanovnici u prirodi, tj. u okoliSu, ali ukoliko su detektirani u okoliSu, obi¢no su rezultat
fekalnog zagadenja [13]. Enterokoki se u velikom broju nalaze u vodama iz kanalizacije i

otpadnim vodama koje su zagadene otpadom ljudi ili zivotinja [19].

2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je najvazniji oportunisti¢ki patogen u rodu Pseudomonas. On se
smatra bolnickim patogenom jer je odgovoran za 9,9% bolnickih infekcija [10]. IstraZivanja
dokazuju kako se P. aeruginosa javlja u 2% slucaja u flasiranoj vodi i 2-3% slucaja u vodi iz
slavine [10], no ove bakterije su zapravo normalni stanovnici voda [18], a uglavhom ukazuju
na prisustvo stare vode.

P. aeruginosa je gram-negativna Stapicasta bakterija. Obi¢no izaziva pulmoloske infekcije
koje mogu biti i ozbiljnije za osobe slabijeg imuniteta. Ovu bakteriju se moze pronaci u
izmetu, tlu, vodi ili kanalizaciji, tj. otpadnim vodama. MozZe se nastaniti 1 rasprostranjivati u
vodenom okoliSu, ali i na tlu gdje ima dovoljne koli¢ine hranjivih tvari [19]. Zaraza ovom
bakterijom CeS¢e ¢e se javiti u bolnici nego preko pitke vode jer je jako osjetljiva na

dezinfekciju vode.
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4. Materijali i metode

Zdravstvena ispravnost vode za pice ispituje se prema analizama navedenim u
pravilnicima i zakonima. Ukoliko nije u skladu s granicama navedenim u ,,Pravilniku o
parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za
ljudsku potro$nju te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne
vodoopskrbe®, ne preporuca Se konzumacija. Mikrobioloski pokazatelji zdravstvene
ispravnosti vode, odredeni ,,Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analize,
monitoringu i planovima sigurnosti vode za ljudsku potros$nju te nacinu vodenja registra
pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe*, su: Escherichia coli, enterokoki,
broj kolonija na 22°C i 36°C, ukupni koliformi i Pseudomonas aeruginosa. Metode uzgoja i
identifikacije mikroorganizama moraju se provesti u sterilnom prostoru bez moguénosti
naknadne kontaminacije uzoraka kako bi se dobili vazec¢i rezultati. Osim analiza, takoder, i
uzorkovanje se mora provoditi prema pravilima jer pogresno uzorkovani uzorci ne daju
ispravne rezultate. Metode kojima se odreduju ukupni koliformi obi¢no su test odredivanja
najvjerojatnijeg broja mikroorganizama koriStenjem vise epruveta, koja se Koristi za jako
zagadene vode, 1 metoda membranske filtracije koja se koristi za manja ili jako mala
zagadenja vode [13]. Metoda membranske filtracije je vrlo osjetljiva metoda kojom se moze
detektirati i jedna jedina stanica u 500 ili 1000 ml uzorka vode [13]. Za obje metode je
potrebno nekoliko dana provodenja da bi se dobili rezultati ispitivanja.

Analize vode za ljudsku potrosnju, kao i analize povrSinskih voda, provodi nadlezni
Zavod za javno zdravstvo. Analize vode provode se na uzorcima vode iz javne vodoopskrbe,
ali i uzrocima vode iz individualne vodoopskrbe ukoliko netko koristi vodu iz bunara ili na
neki drugi nacin dolazi do pitke vode. Ispitivanja zdravstvene ispravnosti vode provode se
sukladno vaze¢im zakonima i pravilnicima u kojima su jasno naznaceni parametri koje voda
mora zadovoljavati. Takoder, ucestalost uzimanja uzoraka i provodenja analiza utvrdena je
istim zakonima i pravilnicima [21], no moguée su i ¢e$ée analize koje svatko od Korisnika

moze zatraziti u bilo koje vrijeme.

4.1. Sukladnosti s vaZefim pravilnicima i zakonima

MikrobioloSke analize provode se u skladu s vaze¢im ,Pravilnikom o parametrima

sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za ljudsku potro$nju
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te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe (NN
125/2017), ,,Zakonom o vodi za ljudsku potrosnju* (NN 16/20) i ,,Zakonom o vodama* (NN
66/2019) te ,,Uredbom o standardu kakvoce vode” (NN 96/2019). NadleZzni dokumenti jasno
odreduju analize koje je potrebno provesti na dobivenim uzorcima, te koje su dopustene
granice mikroorganizama u ispitivanoj vodi. Takoder, odreduju prisutnost kojih
mikroorganizama je potrebno ispitati, ali i granice u kojima se oni mogu pojaviti. Nakon
analize, rezultati se zapisuju na radni nalog te se donosi zakljucak da li uzorak analizirane
vode odgovara ili ne odgovara nadleznim dokumentima i zahtjevima iz istih. Prema NN

125/2017 i NN 16/20 zahtjevi za mikrobioloskom ¢isto¢om su slijede¢i (Tab. 1.):

Tablica 1. Maksimalne dopustene koli¢ine mikroorganizama u uzorcima vode

Mikrobioloski pokazatelj Jedinica mjere: MDK:
Escherichia coli broj/100 ml 0
Enterokoki broj/100 ml 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100
Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100
Ukupni koliformi broj/100 ml 0
Pseudomonas aeruginosa broj/100 ml 0

Ukoliko uzorak vode nakon analize pokaze vrijednosti maksimalne dopustene koli¢ine
mikroorganizama veée od navedenih u tablici 1., voda nije pogodna za pice i ne smije se kao
takva konzumirati. Potrebno je pronaci izvor oneciS¢enja vode, te ga sanirati na odgovarajuci
nacin 1 vodu procistiti kako bi zadovoljavala kriterije odredene pravilnicima i zakonima.
Ukoliko je voda iz nekog izvor ili bunara, vodu je potrebno prestati konzumirati i koristiti u
kucanstvu ili ju na odgovaraju¢e nacine dezinficirati 1 procistiti kako bi bila pogodna za
konzumaciju (npr. prokuhavanjem).

Analize povrsinskih voda provode se zbog ocjenjivanja njihove kvalitete. Parametri
odredivanja i ocjene kvalitete povrSinskih voda isti su kao i1 kod ocjenjivanja kvalitete voda
za kupanje. Uglavnom su dva parametra koja se ispituju u pogledu mikrobioloske kakvoce
vode, a to su prisutnost E. coli i prisutnost crijevnih enterokoka. U tablici 2. prikazani su

zahtjevi za mikrobioloskom kakvo¢om povrSinskih voda.
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Tablica 2. Mikrobioloski pokazatelji ocjene kvalitete povrsinskih voda

Max. dopustena vrijednost (bik/100)
Mikrobioloski Izvrsna Dobra
pokazatelji:
Escherichia coli <500 <1000
Crijevni enterokoki <200 <400

4.2. Uzorkovanje

Samo uzorkovanje moze uvelike utjecati na krajnje rezultate analiza, zbog ¢ega postoje
posebna pravila kako se uzorkovanje za mikrobiolosku analizu treba provoditi. Uzorkovanje
provode stru¢ne osobe zaduzene i za provodenje analiza uzoraka. Ukoliko nije moguce da
uzorkovanje provodi stru¢na osoba, tada je vazno da osoba koja uzima uzorak za analizu prati
dobivene upute. Uzorkovanje vode za mikrobiolo§ka ispitivanja je puno lakSe nego §to je to
za ostale tvari. Ponajprije zbog toga jer je voda u vecini slu¢ajeva homogena, jednostavnije se
uzima uzorak nego $to je to kod npr. mesa ili neke konzervirane hrane, i sl., ali se i daljnje
analize puno jednostavnije i lakSe provode. Analize za otkrivanje bakterija u vodi se obi¢no
baziraju na membranskoj filtraciji i odredivanju najvjerojatnijeg broja mikroorganizama
(MPN) [22].

Prilikom uzorkovanja vode, potrebno je Koristiti sterilne boce i uzeti dovoljnu koli¢inu
uzorka potrebnu za provodenje cijele analize. Za potrebe mikrobioloskog ispitivanja vode

najcesce se koriste sterilne staklene boce od 500 ml (Slika 4.1.).

Slika 4.1. Boce za uzorke vode za mikrobiolo$ku analizu
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Sa uzorkom vode, ali i bilo kakvim drugim uzorkom hrane ili pi¢a koji se uzima za
analizu, potrebno je biti pazljiv i koristiti zastitnu opremu koja isto mora biti sterilna (tijekom
uzorkovanja (rukavice, zaStitu za kosu, kuta, maska)), kako ne bi doSlo do krizne
kontaminacije [23]. Uzeti uzorak mora biti reprezentativan i tijekom njegovog uzimanja,
skladiStenja i transporta, sastav se ne smije promijeniti. Tijekom uzorkovanja potrebno je
paziti da se ne dotice grlo boce ili unutrasnjost ¢epa boce kako ne bi doslo do kontaminacije
sterilne boce za uzorkovanje vode. Kod uzimanja uzorka potrebno je napraviti i zapisnik o

uzetom uzorku.

4.2.1. Postupak uzimanja uzoraka vode iz slavine

Kod uzimanja uzoraka vode iz kuéne slavine, iz koje tee voda iz javne vodoopskrbe ili
vode koje su klorirane, potrebno je koristiti boce koje u sebi imaju dodan natrijev tiosulfat.
Natrijev tiosulfat dodaje se prije sterilizacije boca, a njegova svrha je da eliminira
inaktivaciju bakterija klorom koje se nalaze u vodi, ako su prisutne u vodi [23]. Za vode iz
slavine koje ne sadrze klor, nije potrebno koristenje boca sa natrijevim tiosulfatom.

Postupak uzorkovanja je slijedeci [24]:

1. prije uzorkovanja potrebno je sa slavine skinuti sve nastavke (mrezica i dr.),
2. pustiti da voda te¢e 2-3 minute prije uzimanja uzorka kako bi se isprali cjevovodi
(zbog ustajale vode),
3. zatvoriti slavinu,
4. dezinficirati otvor slavine:
— ukoliko je slavina metalna, dezinficira se plamenom (npr. upaljacem),
— ukoliko je slavina plasti¢na, za dezinfekciju se koristi 5-10%-tna otopina klora
ili alkohola, te se njom ispere otvor slavine,
5. pustiti vodu na nekoliko sekundi kako bi se ponovno isprao otvor slavine,
6. napuniti bocu za uzorkovanje do pregiba na pocetku grla boce; boca se puni izravno

ispod slavine.

Kada je uzorkovanje vode zavrSeno, potrebno je bocu zatvoriti da joj se ne dira grlo ili
unutrasnjost ¢epa. Uzorci se dostavljaju odmah nakon uzorkovanja. No, ukoliko nije moguce
dostaviti uzorke odmah nakon uzorkovanja, potrebno ih je dostaviti unutar 24 sata, pri ¢emu

je vazno uzorke Cuvati na hladnom myjestu, otprilike na 4°C.
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4.2.2. Postupak uzimanja uzoraka povrsinskih voda

Postupak uzimanja uzoraka vode za analizu povrSinskih voda je malo drugaciji nego $to je
to kod uzimanja uzoraka iz slavine. Uvjeti za dostavu i ¢uvanje uzoraka prije analize su
jednaki kao i za uzorkovanje iz slavine.

Postupak uzorkovanja je slijedeci [24]:

- prilikom uzorkovanja potrebno je obratiti pozornost da se ne dira unutrasnjost ¢epa
boce i da se ne dodiruje grlo boce kako ne bi doslo do kontaminacije sterilnog pribora.
Boca se uranja na dubinu od otprilike 20-30 cm ispod povrsine i ukosi se na nacin da
voda moze ulaziti u bocu a da pritom ta voda koja ulazi u bocu ne dodiruje ruku. Boca
se takoder puni do pregiba na pocéetku boce. Razlog uranjanja boce dublje u vodu je

taj da se ne zahvati voda sa povrsine i necistoce koje se nalaze na povrsini vode.

Boce s uzorcima dostavljaju se isti dan ili unutar 24 sata od uzimanja uzorka, pri cemu se

mora paziti na uvjete u kojima se uzorak ¢uva do dostave u laboratorij.

4.3.  Membranska filtracija

Nakon dopreme uzoraka u laboratorij, potrebno je Sto je prije moguce zapoceti analizu
uzoraka. Mikrobioloska analiza pitke vode za vecinu ispitivanja zapocinje membranskom
filtracijom. Bodice s uzorcima vode je prije analize potrebno dobro promuckati radi

homogenizacije.

Slika 4.2. Priprema uzoraka vode za mikrobioloSku analizu sukladno ,,Pravilniku o
parametrima sukladnosti, metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za
ljudsku potro$nju te nacinu vodenja registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne

vodopskrbe*
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Membranska filtracija se koristi za uzorke koji sadrZe male koli¢ine suspendirane tvari,
kao §to je to slucaj sa vodom za ljudsku potrosnju, tj. pitku vodu [25]. Ova metoda zasniva se
na tome da se sve prisutne bakterije, iz uzorka vode, skupe na membranski filtar.
Membranski filtar je tanka membrana bez vlakana, veli¢ine pora vece od 0,1 um, a na ¢iju se
povrSinu primjenom vakuuma ili pritiska zadrZzavaju sve Cestice i mikroorganizmi veéi od
promjera pora membranskog filtera [25]. Sva oprema koja se koristi kod provodenja
membranske filtracije mora biti Cista i sterilna. Sama aparatura sastoji se od uredaja za
filtriranje koji se sastoji od boce za prihvat tekuéine i vakuum pumpe, zatim membranskog
filtra, metalnih lijevaka, pipete, sterilne pincete i Petrijeve zdjelice, koje takoder moraju biti

sterilne i odgovarajuce veli¢ine [25].

Slika 4.3. Uredaj za membransku filtraciju

U lijevke za membransku filtraciju stavi se membranski filtar pomocu sterilne pincete na
koji se tijekom procesa membranske filtracije ulove sve bakterije vece od promjera
membranskog filtra. Membranski filtar koji se korist za ispitivanje vode za ljudsku potro$nju
ima promjer pora od 0,45 um, a kroz takav filtar se moze profiltrirati i do nekoliko litara

vode. Takav membranski filtar koristi se za ispitivanja s visokim stupnjem osjetljivosti [25].
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Boca za prihvat teku¢ine mora biti priklju¢ena na vakuum. Prije pokretanja vakuuma, u
lijevke se ulije 20 ml sterilne vode koja sluzi za ispiranje lijevaka. Nakon toga se ukljuci
vakuum te se kroz lijevke profiltrira 100 ml, prethodno promuckanog, uzorka vode, te se
lijevei poklope odgovaraju¢im poklopcima. Nakon $to se uzorak vode profiltrira, dva puta se
kroz lijevke propusti po 20 ml sterilne vode. Nakon provedenog postupka iskljuci se vakuum,
te se pomocu sterilne pincete zahvati membranski filtar, a zatim se membranski filtar polozi
na hranjivu podlogu, $to ovisi o vrsti ispitivanja. Prilikom postavljanja membranskog filtra na
hranjivu podlogu, potrebno je paziti da izmedu hranjive podloge i membranskog filtra nema
mjehurica zraka. Ukoliko ima mjehuri¢a zraka, membranski filtar se pazljivo podigne i vrati
na hranjivu podlogu kako bi se maknuli mjehuri¢i zraka. Kod postavljanja membranskog
filtra na hranjivu podlogu, vazno je da je mrezica, ucrtana na filtar, s gornje strane. Ukoliko
se lijevak dalje koristi za iste uzorke vode nije ga potrebno dezinficirati, no ukoliko se viSe ne
koriste isti uzorci vode, tada se lijevak dezinficira na plamenu kruznim pokretima kao 1 prije
pocetka same membranske filtracije.

Uspjesnost ove metode ovisi o koriStenju ispravne hranjive podloge za rast
mikroorganizama kako bi se na najlaksi na¢in omogucila identifikacija bakterijskih kolonija
koje rastu na povrsini membranskog filtra [26]. Radi dokazivanja E. coli i ukupnih koliforma,
membranski filtar postavlja se na CCA (Chromogenic Coliform agar) hranjivu podlogu, te se
inkubacija vrsi na 37°C kroz 24 sata. Ukoliko su prisutne bilo koje kolifromne bakterije, one
izrastu kao crveno-ljubicaste kolonije, ali ponekad se mogu javiti i kao blago roze kolonije
[27]. Za odredivanje i uzgoj enterokoka koristi se SBA (Slanetz i Bartley medij) hranjiva
podloga, te se inkubacija vr$i na 37°C kroz 48 sati. Za detekciju i uzgoj bakterije P.

aeruginosa koristi se PSA hranjiva podloga koja se, nakon nacjepljivanja, inkubira na 37°C
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kroz 48 sati. Sve nasadene Petrijeve zdjelice inkubiraju se okrenute na poklopac kako

kondenzirana tekucina na poklopcu ne bi kapala po hranjivoj podlozi.

4.4. Odredivanje broja bakterijskih kolonija na 22°C i 36°C

Za odredivanje broja izraslih bakterijskih kolonija na 22°C i 36°C nije potrebno provoditi
membransku filtraciju uzorka. Ova metoda koristi se za dokazivanje bakterija u vodama
(pitkoj vodi, stolnoj, prirodnoj izvorskoj, prirodnoj mineralnoj, podzemnim vodama,
povrsinskim vodama,...) [28].

Odpipetira se 0,33 ml uzorka ili odgovarajuceg razrjedenja uzroka na hranjivu podlogu s
ekstraktom kvasca, tj. YEA (Yeast Extract Agar) podlogu, u Petrijevoj zdjelici, te se uzorak
pazljivo razmaze sterilnim Stapicem. Ukoliko se pravi razrjedenje uzorka, ono se pravi na
nacéin da se pomijesa 50 ml sterilne vode i 50 ml uzorka u sterilnu bocu, te se nacijepi na
YEA hranjivu podlogu i razmaze sterilnim S$tapicem. Nanosi se ista koli¢ina za svaku
Petrijevu zdjelicu. Nasadene hranjive podloge stavljaju se na inkubaciju, okrenute zbog
sprjecavanja kapanja kondenzirane tekucine na poklopcu Petrijeve zdjelice, na 22°C kroz 72
sata 1 36°C kroz 48 sati. Nakon inkubacije broje se sve izrasle kolonije na hranjivoj podlozi.
Izbrojeni broj izraslih kolonija pomnoZzi se s 3 jer se nanosi volumen uzroka 0,33 ml na

hranjivu podlogu.
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Slika 4.5. Izgled hranjivih podloga (SBA, CCA, PSA, YEA) nacijepljenih sa 0,45 um

filterima koji su se koristili za filtriranje uzoraka vode.

4.5. Colilert metoda dokazivanja koliformnih bakterija i E. coli

Colilert metoda sluzi kao metoda odredivanja E. coli i koliformnih bakterija u vodi. To je
metoda odredivanja najvjerojatnijeg broja (MPN) bakterija u vodi pomoc¢u Colilert reagensa
[29]. Uz Colilert metodu nije potrebno koristiti druge testove identifikacije kako bi se
dokazala prisutnost E. coli u uzorcima vode. Takoder, ova metoda omoguéuje brojenje
koliformnih bakterija, odnosno, odredivanje najvjerojatnijeg broja koliformnih bakterija u
uzroku vode. Testovi koji su, do prije pojave Colilert testa, sluzili za dokazivanje koliformnih
bakterija uglavnom su se zasnivali na fermentaciji laktoze i stvaranje kiseline i plina. Colilert
test za dokazivanje koliformnih bakterija zashiva se na metaboliziranju orto-nitrofenil-p-D-
galaktopiranozid (ONPG) [30]. Ovaj spoj imitira molekulu laktoze, a bakterijska stanica ga
cijepa na orto-nitrofenil-p-D-piranozid i on u jazicama Qunati-Tray-a stvara zuckastu boju
[30] koja na kraju znaéi pozitivnu reakciju i prisutnost koliformnih bakterija. Ovim testom

moguce je brojati i koliformne bakterija, ali i bakteriju E. coli.
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10-15 minuta prije pocetka rada, potrebno je ukljuciti Quanti-Tray zavariva¢ (Slika 4.6.),
te se poCinje sa radom kada je zavariva¢ spreman za koriStenje. Za analizu je potrebno
pripremiti otopinu 100 ml uzorka vode i 100 ml sterilne vode i u nastalu otopinu doda se
aseptiCki dehidriran Colilert reagens (2,6 g) (Slika 4.7.). Otopina se lagano promucka kako bi
se Colilert reagens otopio i kako bi nastala homogena smjesa. Kada je uzorak homogeniziran,
ulije se u Quanti-Tray ili Quanti-Tray/2000 i lagano se potapsa kako bi se uklonili mjehurici
zraka koji su zalutali u male jazice. Uzorak je potrebno zavariti, odnosno zalijepiti tzv.
vrecicu na nacin da se stavi na gumeni nastavak na nacin da su jazice okrenute prema dolje,
odnosno, da su naslonjene u predvidene rupice. Kada se Quanti-Tray vrec¢ica dobro smjestila
u gumeni nastavak, sve se zajedno postavi na nosa¢ na otvoru uredaja da bi motor uredaja
mogao povuci vre€icu 1 provesti kroz uredaj za zavarivanje. Kada Quanti-Tray vrecica izade
zavarena na zadnji dio uredaja, potrebno ju je izvaditi iz gumenog nastavka i stavlja se na

inkubaciju kroz 24 sata na 36°C.

Slika 4.6. Quanti-Tray zavarivac
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Slika 4.7. Colilert reagens

Slika 4.8. a) Qunati-Tray; b) Quanti-Tray/2000

Nakon inkubacije, ploce se vade iz inkubatora i broje se pozitivne jazice. Pozitivna jazica
je ona u kojoj se pojavila zuckasta boja, te se boja usporedi sa Colilert komparatorom (Slika
4.9.). Colilert komparator sluzi kako bi znali odrediti je li neka jazica pozitivna ili ne. Nakon
Sto se izbroje pozitivne jazice, tocan broj koliformnih bakterija provjeri se u tablicama (Slika
4.10.), a broj E. coli provjerava se pod UV lampom jer jaZice u kojima se nalazi E. coli pod
UV lampom fluoresciraju. Prvo se o¢itava broj pozitivnih jazica, a zatim broj jazica koje
fluoresciraju. Za ovu metodu nije potreban identifikacijski test.
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Slika 4.10. Primjer MPN tablice za ocitavanje rezultata Colilert testa
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4.6. Mikrobioloske analize za povrSinske vode

Kod povrsinskih voda provodi se ispitivanje na prisutnost E. coli i crijevnih enterokoka.
Metoda za odredivanje E. coli jednaka je kao i kod odredivanja E. coli u vodi za ljudsku
potro$nju. Prvo se provodi membranska filtracija, a zatim, ukoliko se nakon inkubacije na
CCA hranjivoj podlozi pojave crvenkasto ruZicaste kolonije, provodi se Colilert test kako bi
se potvrdila prisutnost E. coli u uzorcima vode.

Odredivanje crijevnih enterokoka u uzorcima vode provodi se na nacin da se napravi
razrjedenje od 50 ml sterilne vode i 50 ml uzorka vode, te se dobiveni uzorak vode takoder
profiltrira membranskom filtracijom, a zatim se membranski filtar pazljivo prenese na SBA
agar, te se nasadena hranjiva podloga inkubira na 37°C kroz 48 sati. Ukoliko se na hranjivoj
podlozi pojave ljubicaste kolonije, provodi se potvrdni test za crijevne enterokoke. Potvrdni
test provodi se na nacin da se pomocu sterilne pincete membranski filtar prenese na drugu
hranjivu podlogu, zucni-eskulin-azid agar (BEA agar), te se hranjiva podloga inkubira na
44°C kroz 2 sata. Ukoliko se nakon dva sata pojave crne kolonije to je znak da su u uzorku

vode bili prisutni crijevni enterokoki.
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5. Rezultati i diskusija

Cilj ovog rada bio je provesti mikrobioloske analize uzoraka pitke vode i povrSinskih
voda. Propisanim metodama mikrobioloSke analize vode za pice i povrSinskih voda,
provedena je analiza ukupno 6 uzoraka vode za ljudsku potro$nju uzorkovanih iz izvora vode,
kuénih slavina i vanjske slavine koriStene za vodu za pice, te 4 uzoraka povrSinskih voda
uzorkovanih okolo grada Varazdina i Koprivnice (Tab. 3). Svi uzorci uzorkovani su na
propisani nacin 1 prema uputama dobivenim u Zavodu za javno zdravstvo Koprivnicko-
krizevatke Zupanije, te su i sami analizirani u laboratoriju za Zavoda za javno zdravstvo
Koprivni¢ko-krizevacke Zupanije. Mikrobioloske analize provedene su u mikrobioloSkom
laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo na odjelu sluzbe za zdravstvenu ekologiju.
Odredenim mikrobioloskim metodama dokazana je kvaliteta ispitanih uzoraka vode, te je li
voda prihvatljiva za uporabu u kucanstvu, odnosno, je li povrSinska voda izvrsne ili dobre
kakvoce. PovrSinske vode uzorkovane su za vrijeme kiSnog razdoblja zbog Cega je moguce
da dobiveni rezultati i ne daju 100%-tnu to¢nu mikrobiolosku sliku analiziranih povrsinskih

voda.

Tablica 3. Broj uzorka i mjesto uzorkovanja

Broj uzorka Lokacija uzorkovanja Vrsta vode
1. Belski dol Izvor
2. Izvor Kneginec Izvor
3. Kuéna slavina u staroj kuéi koja nije koristena dugo | Vodovod Varazdin

godina (uzorkovanje vode nakon stajanja vode duze

vrijeme u cijevima)

4. Kuéna slavina u staroj kuéi koja nije koristena dugo | Vodovod Varazdin
godina (uzorkovanje vode nakon 15 minuta protoka

vode kroz cijevi)

5. Vrtna pumpa Podzemna voda

6. Kuc¢na slavina Vodovod Koprivnica
7. Rijeka Bednja Rijeka

8. Potok Crnec Potok

9. Rijeka Plitvica Rijeka

10. Rijeka Drava Rijeka

25



V?dovec*"\i
Nedeljanec

~ Donji
Kneginec

Radovan

Beletinec

Starigrad

Slika 5.1. Prikaz mjesta uzorkovanja u a) Varazdinskoj zupaniji i B) Koprivni¢ko-krizevackoj
Zupaniji
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5.1. Analiza uzoraka vode iz izvora pitke vode

Uzorci vode uzorkovani iz izvora na dva razlicita i poprili¢no udaljena mjesta, daju i dva
razli¢ita rezultata. lzvor Belski dol (Tab. 4) nalazi se nasred Sume, udaljeni od naseljenih
podrucja §to je vjerojatno i razlog zasto je voda poprili¢no Cista, a nije tretirana nikakvim
sredstvima za proc¢iS¢avanje. U uzorku ove vode pronadeni je vrlo malen 1 zanemarujuci broj
bakterija, a takoder, moguce je da su bakterije dosle u vodu i sa cijevi koja je postavljena da

se kroz nju lakse ulovi voda.

Tablica 4. Rezultati analize vode, izvor — Belski dol

Mikrobioloski Jedinica mjere: MDK: Vrijednost:
pokazatelj

Escherichia coli broj/100 ml 0 0
Enterokoki broj/100 ml 0 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100 3

Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100 3
Ukupni koliformi broj/100 ml 0 0
Pseudomonas broj/100 ml 0 0
aeruginosa

Kod uzorka vode uzete na izvoru u Knegincu (Tab. 5.) dobiveno je da su u vodi prisutni
koliformi u malo poviSenim koncentracijama. Taj izvor nalazi se u naseljenom podrucju u
Gornjem Knegincu pa postoji mogucnost da je voda zagadena koliformima zbog okolnih
polja koja su vrlo vjerojatno gnojena stajskim ili sli¢cnim gnojivom koje se za vrijeme padanja
kise ispire u dublje tlo i na taj nacin dolazi do izvora vode. Dobiveni rezultati ukazuju na
fekalnu kontaminaciju vode i vodu je potrebno prestati konzumirati ili staviti odgovarajuci
filter na cijev za vodu koja je nadogradena radi lakSeg prikupljanja vode. Parametri nisu u
skladu sa ,,Zakonom o vodi za ljudsku potrosnju®“ (NN 16/20). Zakon nalaze da sva
vodocrpiliSta moraju biti zasticena od onecis¢enja i drugih utjecaja koja utje¢u na ispravnost

pitke vode [3].
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Tablica 5. Rezultati analize vode, izvor - Kneginec

Mikrobioloski Jedinica mjere: MDK: Vrijednost:
pokazatelj

Escherichia coli broj/100 ml 0 0
Enterokoki broj/100 ml 0 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100 0

Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100 3
Ukupni koliformi broj/100 ml 0 25
Pseudomonas broj/100 ml 0 0
aeruginosa

5.2.  Analiza uzoraka vode iz kuénih slavina

Vodovodna voda treba biti zdravstveno ispravna i sukladna svim parametrima ,,Zakona o
vodi za ljudsku potrosnju“ (NN 16/20). Od analiziranih uzoraka vode za pice iz slavine, od
ukupno Cetiri njih, tri su bili uzorci vode iz javne vodoopskrbe, dok je jedan uzorak bio
podzemnih voda. Prvi uzorak vode bio je uzorak vode iz slavine koja se dugo vremena nije
koristila, te je cilj ovog ispitivanja bio utvrditi koliko se bakterija moze skupiti i koje su to
bakterije unutar cijevi slavine ukoliko se voda dugo vremena ne pusta (Tab 6.) i hoce i to
imati utjecaja ako ne isperemo slavinu mlazom vode, te usporediti sa normalnim
uzorkovanjem vode nakon 15 minuta protoka vode kroz slavinu (Tab 7.). Dobiveni rezultati
pokazuju da su u prvom uzroku otkrivene bakterije uzgojene na 22°C iznad granica
dopustenih Zakonom, §to znaci da ta voda ne bi bila zdravstveno ispravna i prikladna za

konzumaciju.
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Tablica 6. Rezultati
godina (odmah)

analize vode, kucna slavina u staroj kuéi koja nije koristena dugo

Mikrobioloski Jedinica mjere: MDK: Vrijednost:
pokazatelj

Escherichia coli broj/100 ml 0 0
Enterokoki broj/100 ml 0 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100 108
Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100 3
Ukupni koliformi broj/100 ml 0 0
Pseudomonas broj/100 ml 0 0
aeruginosa

Nakon ispiranja cijevi slavine vodom (normalnim protokom vode), te naknadnog

uzorkovanja, dobiveni su rezultati koji prikazuju zdravstveno ispravnu vodu za pic¢e. Voda

nije bila kontaminirana nekim opasnijim bakterijama i sukladna je svim parametrima

»Zakona o vodi za ljudsku potrosnju* (NN 16/20). Ukoliko se u vodi iz javne vodoopskrbe

pojave bakterije iznad dopusStenih granica potrebno je zaustaviti isporuku vode u kucanstva

zbog mogucénosti pojave odredenih oboljenja uzrokovanih infekcijom bakterijama iz vode, te

provesti hitne mjere prociS¢avanja vode na potrebnu ¢istocu [3].
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Tablica 7. Rezultati analize vode, ku¢na slavina u staroj kuéi koja nije koriStena dugo

godina (nakon 15 minuta protoka vode)

Mikrobioloski Jedinica mjere: MDK: Vrijednost:
pokazatelj

Escherichia coli broj/100 ml 0 0
Enterokoki broj/100 ml 0 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100 0

Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100 3
Ukupni koliformi broj/100 ml 0 0
Pseudomonas broj/100 ml 0 0
aeruginosa

Uzorak vode uzet iz slavine prikljuene na vrtnu pumpu pokazao je velike koli¢ine
bakterijskih kolonija izraslih na 22°C i 36°C. Dopustena granica za oba dvije vrste bakterija
je 100 kolonija na 1 ml uzorka vode. U analiziranoj vodi, kod oba parametra, vidljiva su
velika odstupanja od granice. Ta voda je zdravstveno neispravna i nije pogodna za pice i
upotrebu u kucanstvu. Ukoliko se namjerava koristiti kao voda za pice, potrebno je poduzeti

mjere dezinfekcije vode sukladno ,,Zakonu o vodi za ljudsku potrosnju® (NN 16/20).

Tablica 8. Rezultati analize vode, vanjska slavina spojena na vrtnu pumpu

Mikrobioloski Jedinica mjere: MDK: Vrijednost:
pokazatelj

Escherichia coli broj/100 ml 0 0
Enterokoki broj/100 ml 0 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100 645
Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100 357
Ukupni koliformi broj/100 ml 0 0
Pseudomonas broj/100 ml 0 0
aeruginosa

U uzorku vode iz javne vodoopskrbe grada Koprivnice, dobiveni su rezultati da je voda

zdravstveno ispravna i pogodna za konzumaciju i upotrebu u kucanstvu. Svi parametri u
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skladu su sa ,,Zakonom o vodi za ljudsku potro$nju” (NN 16/20) te nije potrebno poduzimati

nikakve mjere dezinfekcije i procis¢avanja vode.

Tablica 9. Rezultati analize vode, kuéna slavina

Mikrobiolo$ki Jedinica mjere: MDK: Vrijednost:
pokazatelj

Escherichia coli broj/100 ml 0 0
Enterokoki broj/100 ml 0 0
Broj kolonija na 22°C broj/1 ml 100 6

Broj kolonija na 36°C broj/1 ml 100 0
Ukupni koliformi broj/100 ml 0 0
Pseudomonas broj/100 ml 0 0
aeruginosa

5.3. Analiza uzoraka vode podzemnih voda

Uzorci analiziranih voda prikazali su razli¢ite podatke. Uzorci su uzeti tijekom kiSnog
razdoblja §to daje mogucnost da ne predstavljaju u potpunosti pravu sliku pravog stanja tih
voda. Najlosiju mikrobiolosku sliku imao je uzorak vode iz rijeke Bednje. U rijeci Bednji
pronadeni je ogroman broj E. coli S$to ukazuje na veliko oneéiSéenje fekalnim
mikroorganizmima. Voda iz rijeke Bednje ukazuje na dobru mikrobioloSku cistocu

povrsinske vode.

Tablica 10. Rezultati analize vode, rijeka Bednja

Max. dopustena vrijednost (bik/100)
Mikrobioloski Izvrsna Dobra Vrijednost:
pokazatelji:
Escherichia coli <500 <1000 4830
Crijevni enterokoki <200 <400 >400
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Voda iz potoka Crnca pokazala je vrlo dobre rezultate za potok u koji se svakodnevno
ulijeva otpadna voda iz septickih jama. Udio E. coli u ovoj vodi malo je izrazeniji nego $to je

to slucaj s crijevnim enterokokima, no bez obzira na to voda je izvrsne mikrobioloske Cistoce.

Tablica 11. Rezultati analize vode, potok Crnec

Max. dopustena vrijednost (bik/100)
Mikrobioloski Izvrsna Dobra Vrijednost:
pokazatelji:
Escherichia coli <500 <1000 394
Crijevni enterokoki <200 <400 126

Uzorak vode iz rijeke Plitvice, takoder je ukazao izvrsnu mikrobioloSku c¢istocu.

Takoder je udio E. coli nesto veci od udjela crijevnih enterokoka Sto je jos uvijek mali broj za

rijeku koja se nalazi oko obradivanih i1 gnojenih polja.

Tablica 12. Rezultati analize vode, rijeka Plitvica

Max. dopustena vrijednost (bik/100)
Mikrobiolo$ki lzvrsha Dobra Vrijednost:
pokazatelji:
Escherichia coli <500 <1000 34
Crijevni enterokoki <200 <400 12

Uzorak vode iz rijeke Drave ukazuje na izvrsnu mikrobiolosku cCistou. Voda nije

previse zagadena fekalnim mikroorganizmima, no oni su i dalje prisutni u malom broju u

vodi.

Tablica 13. Rezultati analize vode, rijeka Drava

Max. dopustena vrijednost (bik/100)
Mikrobioloski Izvrsha Dobra Vrijednost:
pokazatelji:
Escherichia coli <500 <1000 56
Crijevni enterokoki <200 <400 24
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6. Zakljucak

Na temelju provedenih mikrobioloSkih analiza pitkih 1 povrSinskih voda mozemo
zakljuciti da je 50% ispitanih voda za pic¢e bilo mikrobioloSki ispravno te nisu pronadeni
fekalni mikroorganizmi niti bakterijske kolonije iznad granica dopustenih ,,Zakonom o vodi
za ljudsku potroSnju* (NN 16/20). Uzorci pitkih voda koji nisu udovoljavali vaze¢em Zakonu
su bili uzorci vode od izvora iz Gornjeg Kneginca, uzorak vode iz stare kuce prije ispiranja
cijevi slavine i uzorak vode iz slavine spojene na vrtnu pumpu. Ostali su uzorci pitke vode
odgovarali parametrima mikrobioloske Cisto¢e pitkih voda i samim time oni su zdravstveno
ispravi za pice 1 upotrebu u kucanstvu. Vodu iz izvora u Gornjem Knegincu ne bi trebalo
konzumirati zbog povecane koncentracije koliformnih bakterija u vodi, jer konzumacijom te
vode mogu nastati razna crijevna oboljenja, pa ¢ak i neki ozbiljniji simptomi koji mogu
uzrokovati teSke tegobe kod osoba koje tu vodu konzumiraju. Vodu iz slavine spojene na
vrtnu pumpu je potrebno dezinficirati i proc€istiti na odgovarajuci nacin ukoliko se ona koristi
za pice. Do uspostavljanja odredene mikrobioloske Cistoce ne bi je se trebalo konzumirati u
kucanstvu 1 kao vodu za pice.

Od povrsinskih voda najlosije rezultate dala je voda uzorkovana u rijeci Bednji. Pomoc¢u
Colilert metode dobivena je vrijednost od 4830 bakterija E. coli u uzorku razrjedenja 50 ml
uzorkovane vode i 50 ml sterilne vode. To je vrlo visok udio E. coli u vodi, te je ta voda
losije mikrobioloske Cistoce od ostalih triju uzoraka povrsinskih voda. Svi uzorci povrsinskih
voda pokazuju izvrsnu mikrobiolosku Cistocu povrSinskih voda, jedino uzorak rijeke Bednje
ukazuje na dobru mikrobiolosku ¢isto¢u vode.

Pitke vode koje imaju bakterije iznad granica dopustenih vaze¢im ,,Zakonom o vodi za
ljudsku potrosnju® (NN 16/20), potrebno je procistiti kako bi bile zdravstveno ispravne. Sve
do kada se ne uspostavi odgovaraju¢a mikrobioloSka ¢isto¢a vode te vode ne bi trebalo
konzumirati niti koristiti u ku¢anstvu. Nakon provodenja potrebnih mjera za proc¢is¢avanje
vode potrebno je ponovno provesti odredene analize voda kako bi se dokazala potrebna
mikrobioloska Cistoéa 1 zdravstvena ispravnost voda za pice. PovrSinske vode trebalo bi
manje zagadivati otpadnim 1 kanalizacijskim vodama, kako one ne bi bile zagadene raznim

mikroorganizmima koji bi mogli preko tih voda zavrsiti u javnoj vodoopskrbi.
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