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Sazetak

Budu¢i da se TBX agar uspjesno koristi za odredivanje i brojenje vrste Escherichia coli u
mikrobiologiji hrane pomocu tehnike brojanja kolonija, sa ili bez uporabe membranskih
filtera, ideja je bila ispitati je li ga moguce koristiti za odredivanje i brojenje navedene vrste u
uzorcima mora za kupanje. U ovom radu prikazani su rezultati primjene metode membranske
filtracije za brojanje E. coli u uzorcima mora za kupanje koriste¢i TBX agar. Za testnu
metodu su koristeni razli¢iti mediji: TBX agar, jednoslojni MMGA i TBX agar te dvoslojni
MMGA/TBX agar. Za odredivanje temeljnih znacajki TBX agara, razli¢iti volumeni
prirodnih uzoraka su filtrirani 1 inkubirani na odabranom mediju i razliitim uvjetima
inkubacije. Rezultati pokazuju da pre-inkubacija u blazim uvjetima (36+2°C) i na
neselektivnom mediju (MMGA) znacajno povecava oporavak bakterijskih stanica, S$to
rezultira ve¢im brojem E. coli. Inkubacija pri 44+0.5°C na dvoslojnom MMGA/TBX agaru sa
6-satnom preinkubacijom pri 36£2°C te naizmjeni¢na inkubacija, 4-satna preinkubacija na
MMGA pri 36+£2°C pracena 20-satnom inkubacijom na TBX pri 44+ 0.5°C, rezultirali su
prihvatljivim relativnim oporavkom E. coli. Postignute kategoricke znacajke su prihvatljive
pa bi se oba postupka mogla koristiti za odredivanje i brojenje E. coli u uzorcima mora za
kupanje.
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Abstract

Since TBX agar has been successfully used for E. coli detection and enumeration in food
microbiology by colony counting technique, with or without using membrane filters, the idea
was to examine whether it could be used to detect and enumerate E. coli in bathing seawater
samples. This paper presents the results of the membrane filtration method for counting E.
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1. UvOD

1.1. Dosadasnja istrazivanja

Europska direktiva o kakvo¢i voda za kupanje (BWD 2006/7/EC) usvojena je 15. veljace

2006. Svrha Direktive je zastita, ocuvanje i poboljsanje kvalitete okolisa te zastita ljudskog

zdravlja. Temelji za procjenu kakvoce voda za kupanje su rezultati pracenja dva

mikrobioloska pokazatelja (indikatora): Escherichia coli (Slika 1) i crijevni enterokoki.

Slika 1. Bakterija E. coli (izvor: https://www.biocote.com/blog/five-facts-e-coli/)

Ovisno o rezultatima pracenja pokazatelja, voda za kupanje svrstava se u jednu od cetiri

kategorije kakvoce: izvrsna, dobra, zadovoljavajuca, nezadovoljavajuca (Slika 2).
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Slika 2. Standardi za ocjenu kakvoce mora (izvor: baltazar.izor.hr)

U slucaju da se kakvo¢a mora za kupanje ocijeni kao ,,nezadovoljavajuca®, drzava Clanica

mora istraziti uzroke i razloge nemoguénosti postizanja barem ,,zadovoljavajuc¢e kakvoce te

poduzeti prikladne mjere kako bi umanjila, sprijecila i uklonila uzroke onecis¢enja. Za

dobivanje pouzdanih podataka o razini E. coli i crijevnih enterokoka, a time i pouzdanu



procjenu kakvoce vode za kupanje, vazno je koriStenje odgovaraju¢ih metoda za brojanje
navedenih pokazatelja. Direktiva navodi dvije referentne ispitne metode za odredivanje broja
E. coli u uzorcima vode za kupanje, a to su ISO 9308-3 (minijaturna metoda (MMPN)) i ISO
9308-1 (metoda membranske filtracije (MF)). U skladu s Direktivom, drzave ¢lanice mogu
dopustiti laboratorijima upotrebu drugih, alternativnih metoda, ako mogu dokazati da su
dobiveni rezultati ekvivalentni onima dobivenim pomocu referentnih metoda. Metoda
membranske filtracije koja se koristila prilikom uvodenja Direktive sastojala se od dva
neovisna testa, standardnog i brzog testa. E. coli je bila definirana kao laktoza pozitivna,
oksidaza negativna i indol pozitivna koliformna bakterija (standardni test) te kao bakterija
koja moze tvoriti indol iz triptofana sadrzanog u ¢vrstom mediju (brzi test). Oba testa su bila
prikladna za dezinficiranu vodu i druge vode za pice s niskim brojem bakterija, ali su mogla
biti primjenjivana i na druge vrste voda, pod uvjetom da suspendirana tvar ili pozadinska flora
ne ometaju filtraciju, uzgoj i brojenje (1SO 2000).

Revidirana standardna metoda membranske filtracije (ISO 9308-1:2014) drasti¢no se
razlikuje od prethodne. Izmedu ostalih promjena, nedavno revidirana referentna metoda
definira E. coli kao pripadnicu obitelji  enterobakterija koja posjeduje enzime pB-D-
galaktozidazu i B-D-glukuronidazu. Osim toga, druge vrste voda osim vode za pice nisu
ukljucene u podrucje primjene metode. Zbog niske selektivnosti kromogenog koliformnog
agara (CCA) (Slika 3), ISO je preporu¢io ovu metodu prvenstveno za vode u kojima se

oc¢ekuje mali broj bakterija (manje od 100 ukupnih kolonija po filtru).



Slika 3. CCA agar s uzgojenom Escherichia coli (modro obojenje) i pozadinskom
bakterijskom florom (ruziasto obojenje) (izvor: http://www.atropos.gr/en/chromogenic-
coliform-agar-cca/)

Prema tome, standardna metoda vise nije prikladna za pracenje kakvoce mora za kupanje,
¢ime se dovodi u pitanje upotreba metode membranske filtracije za pracenje (monitoring) E.
coli u podrucju primjene Direktive.

S obzirom da ISO trenutno ne navodi niti jednu metodu membranske filtracije koja je
prikladna za pracenje E. coli u povrSinskim vodama, Tehnicki odbor ISO-a 147 - Pododbor 4
(TC147 | SC4) potice prijedloge nacionalnih tijela drzava ¢lanica u obliku ,,preliminarnih
prijedloga za metodu® ili ,,prijedloga za novu metodu“. Prije prihvacanja i objavljivanja,
svaka nove predlozena metoda mora biti validirana u skladu s vaze¢im standardom ISO 13843
(EMEG 2016). Slijede¢i navedeni zahtjev, Hrvatska je uspjesno validirala temperaturno
modificiranu metodu ISO 9308-1:2014 poveéanjem temperature inkubacije standardne
metode na 44+ 0,5°C, nakon 4-5 satnog perioda ozivljavanja pri 36:2°C (Jozi¢ i Vuki¢ Lusi¢,
2018; Jozi¢ i sur., 2018). Metoda je odobrena od strane Europske komisije kao alternativna
metoda za pracenje hrvatskih obalnih i kopnenih voda za kupanje (Ares (2018) 3712489 -
12/07/2018), ¢ime je Hrvatska postala prva ¢lanica EU kojoj je odobrena upotreba vlastite

razvijene metode.

1.2. Svrhaii ciljevi rada

Osim CCA medija, drugi kromogeni medij, Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) agar,
godinama se uspjesno koristi za otkrivanje i brojanje vrste E. coli. S obzirom da je u seriji ISO
16649 TBX agar uspjesno koriSten za odredivanje i brojenje E. coli u hrani pomo¢u tehnike
brojanja kolonija (plate count), sa ili bez uporabe membrana, ideja je bila ispitati je li ga
moguce Koristiti u metodi membranske filtracije, ¢cime bi se ponudila jo§ jedna alternativna
metoda svim laboratorijima koji sudjeluju u pracenju mikrobioloske kakvoée mora za
kupanje.

U ovom radu prikazani su rezultati primjene metode membranske filtracije za brojenje E.

coli u uzorcima mora za kupanje, koristenjem TBX agara kao medija za uzgoj (Slika 4).



Slika 4. TBX agar S uzgojenom Escherichia coli (izvor:
http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/ TBX-Tryptone-Bile-X-glucuronide-
agar, MDA _CHEM-116122)

Namjera nije bila provedba potpune validacije metode, ve¢ samo odredivanje temeljnih
karakteristika, relativnog oporavka (relative recovery) i kategori¢kih znacajki (categorical

performances) TBX agara, sa i bez preinkubacije (ozivljavanja) na neselektivnom mediju.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzorkovanje i spajkanje

Prirodno onecis¢eni uzorci mora za kupanje (pocetni uzorci) prikupljeni su u standardnim
staklenim bocama zapremine 2 L, a ciljana su podru¢ja gdje je ocekivano umjereno
mikrobiolosko oneciséenje. Uzorci su dostavljani u laboratorij u rashladnoj kutiji unutar
jednog sata od uzorkovanja. Da bi se procijenio broj ciljanih bakterija u uzorcima, analizirani
su razli¢iti volumeni (decimalna razrjedenja) uzoraka koristenjem temperaturno modificirane
metode 1SO 9308-1 (Jozi¢ i sur., 2018). Uzorci su potom pohranjivani pri 4°C preko noci
(Slika 5). Nakon inkubacije, koncentracija Escherichiae coli u uzorcima je procijenjena
mnozenjem broja tipi¢nih kolonija E. coli na CCA podlogama koje su sadrzavale 20-80

ciljanih kolonija po membrani, s razrjedenjem uzorka.

Slika 5. Mikrobioloski inkubator (izvor: http://www.tamiko.hr/panasonic-biomedical.php)

Uzorci za spajkanje pripremljeni su pomocu cistih kultura i otpadne vode. Spajkanje je
dodavanje kontaminiranog materijala (referentnog materijala sa zivim bakterijama, prirodne
onecis¢ene vode, sanitarne vode) u Cistu vodu radi pripreme umjetnog uzorka. Standardni

sojevi E. coli uzgojeni su preko no¢i na TSA podlozi (Slika 6).



Slika 6. TSA podloga sa uzgojenom Escherichia coli (izvor:

https://laboratoryinfo.com/tryptic-soy-agar/)

Jedna kolonija je otopljena u epruveti koja je sadrzavala sterilnu 0,9% fiziolosku otopinu.
Koncentracija E. coli u suspenziji procijenjena je metodom epifluorescentne mikroskopije
(Porter i Feig, 1980) (Slika 7). Suspenzija je razrijedena do priblizno 1x10° CFU E. coli/mL i
dodana u bocu sa sterilnom slatkom vodom kako bi se dobilo Zeljenu koncentraciju E. coli u

testnim uzorcima.




Slika 7. Epifluorescentni mikroskop na IOR-u (izvor: http://acta.izor.hr/wp/epifluorescentni-

mikroskop/)

Otpadna voda decimalno je razrijedena sterilnom slatkom vodom, analizirana kako bi se
odredila koncentracija E. coli te potom pohranjena pri 4°C preko noc¢i. Testni uzorci s
ciljanom koncentracijom E. coli pripremljeni spajkanjem sterilne morske vode sa Zeljenim
volumenom otpadne vode. Svi uzorci i sterilna voda (morska voda) koristeni za pripremu
ispitnih uzoraka aklimatizirani su na sobnu temperaturi dva sata prije razrjedivanja kako bi se

izbjegao moguci bakterijski stres uzrokovan iznenadnom promjenom temperature.
2.2. Analiziranje uzoraka
Svi uzorci filtrirani su koriste¢i membranske filtere promjera 47 mm i velic¢ine pora 0,45

um, koriste¢i aparaturu za membransku filtraciju sa 6 mjesta i dvostruki set staklenih lijevaka
(Slika 8).

Slika 8. Aparatura za membransku filtraciju (izvor: https://www.rocker.com.tw/product-
3.asp?ser=1045&ser2=Laboratory%20Filtration)

Nakon filtracije, lijevci su isprani sterilnom deioniziranom vodom. Filteri su zatim polagani
na podloge i inkubirani. Kada je filtrirano manje od 30 mL uzorka, dodavano je priblizno 30
mL sterilne deionizirane vode u lijevak za filtriranje prije dodavanja uzorka. Prilikom
filtriranja za razli¢ite podloge u isto vrijeme, filteri su naizmjeni¢no polagani na drugu
podlogu kako bi se smanjio potencijalni ucinak razli¢ite propusnosti drzaca filtera na rezultate
(Slika 9).



Slika 9. Aparatura membranske filtracije 1 drzaci filtera (plavo obojeni) (izvor:

http://tr.starlabsci.com/300ml-glass-3-branches-vacuum-filters_p77.html)

2.3. Odredivanje relativnog i stvarnog oporavka

Relativni oporavak odreden je prema ISO 17994:2014, usporeduju¢i TBX agar s CCA
podlogom inkubiranom kao $to je opisano u Jozi¢ i sur. (2018). Modificirana CCA metoda
odabrana je kao referentna metoda umjesto standardne ISO 9308-1:2014, jer je upotrebom
modificirane metode omoguceno ispitivanje sireg raspona broja E. coli, s obzirom na to da je
standardna metoda karakterizirana vrlo niskom selektivnos¢u (oko 16%) i posljedi¢no vrlo
niskom gornjom radnom granicom (do 100 ukupnih kolonija). Osim toga, prema European
Microbiology Expert Group (EMEG), standardna metoda 1SO 9308-1:2014 vise se ne moze
koristiti za pracenje E. coli u vodama za kupanje u Europskoj uniji (EMEG, 2016).

Istrazivanje je provedeno tijekom i nakon sezone kupanja 2018. godine. Uzorci su

prikupljeni na 10 razli¢itih lokacija u Kastelanskom zaljevu (Slika 10).
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Slika 10. Kastelanski zaljev (izvor:
https://www.google.com/maps/@43.527493,16.3889106,10569m/data=13m1!1e3)

Kako bi se postigao najbolji relativni oporavak na TBX agaru, testirani su razli¢iti uvjeti
inkubacije. Temperatura inkubacije bila je 44+0,5°C, sa ili bez perioda ozivljavanja pri
36+2°C (0, 4 ili 6 sati). Za testnu metodu su koristene razlicite kombinacije podloga: TBX
agar, jednoslojni MMGA (modificirani glutamatni agar s mineralima) i TBX agar, te
dvoslojni MMGAJ/TBX agar. Gornji 1 mm debeli sloj dvoslojnog MMGA/TBX agara
pripreman je izlijevanjem 2,5 ml malo toplijeg (50°C) MMGA u 60 mm petrijeve zdjelice
koje sadrze ohladeni TBX agar debljine 4 mm. U ispitivanjima relativnog oporavka, uvijek je
koristen jedan dan star dvoslojni MMGA/TBX agar.

Radni uzorci pripremljeni su razrjedivanjem pocetnih uzoraka sterilne morske vode da bi
se dobila koncentracija E. coli cca 100 CFU/100 mL. Da bi se dobio Sirok raspon broja E.
coli, ispitivana su do tri razli¢ita volumena istih radnih uzoraka (iz iste boce), po jedna replika
za svaku ispitivanu podlogu i jedna za CCA. Sve ploc¢e su inkubirane 24 h pri zadanim
uvjetima inkubacije. Procjena relativne razlike (X;) izraunata je za svaki par rezultata (a;, bj)

koriste¢i jednadzbu 1:
x; = [In(a;) — In(b;)] * 100

a; - broj Escherichia coli dobiven na CCA (CFU E. coli / filter)

bi - broj Escherichia coli dobiven na ispitivanoj podlozi (CFU E. coli / filter)



Polovica raspona intervala pouzdanosti (W) izvedena je iz standardne devijacije srednje
relativne razlike (s; ), koriste¢i faktor pokrivenosti k = 2 (jednadzba 2). Interval pouzdanosti
oko srednje vrijednosti izracunat je jednadzbom 3 za donju granicu (X.) i jednadzbom 4 za

gornju granicu (Xuy).

W=k 2s
= KSy: = —
* Vn
XL:JZ_W
XU=9?+W

S - standardna devijacija relativne razlike
n - broj uzoraka

X - srednja relativna razlika

Prema 1SO 17994:2014, dvije metode se kvantitativnho ne razlikuju ako se srednja
relativna razlika uparenih rezultata ne razlikuje znacajno od nule, a interval pouzdanosti ne
prelazi unaprijed odredenu granicu. Unaprijed odredena granica za vode za kupanje je 2L =
20%, kao $to su preporucili Pitkdnen i sur. (2008).

Stvarni oporavak E. coli na ispitivanoj podlozi odredivan je testom na ¢istim kulturama.
U sterilnu slatku vodu dodavan je jedan od tri soja E. coli, E. coli WDCM 00012, E. coli
WDCM 00013 i E. coli WDCM 00202. Uzorci za svaku kulturu filtrirani su u 6 replika i
inkubirani na Tryptic soy agaru (TSA) (4 h period ozivljavanja), jednoslojnim MMGA i TBX
agaru (4 h period ozivljavanja) i dvoslojnom MMGA/TBX agaru (6 h period ozivljavanja).
Stupanj oporavka za svaki soj izraunat je kao omjer prosje¢nog broja E. coli dobivenog na

ispitivanoj podlozi i TSA, pomnozen sa 100.

2.4. Odredivanje kategori¢kih znacajki

Da bi se odredile kategoricke znacajke TBX agara, razli¢iti volumeni prirodnih uzoraka
su filtrirani 1 inkubirani na odabranoj podlozi i zadanim uvjetima inkubacije. Za potvrdu su
odabrane samo ploc¢e s priblizno 20-60 dobro odvojenih kolonija (najmanje 10 kolonija E.

coli). Sve kolonije iz svake plo¢e su prebacene na TSA i inkubirane preko noci pri 36+2°C.
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Izolati su zatim potvrdivani pomocu niza sekundarnih identifikacijskih testova: Gram bojenje,
oksidaza test, test aktivnosti B-D-galaktozidaze i f-D-glukuronidaze. Za testove aktivnosti f3-
D-galaktozidaze i B-D-glukuronidaze koristen je Colilert-18 supstrat (IDEXX). Supstrat je
otopljen u 100 ml sterilne deionizirane vode te asepticki raspodijeljen u sterilne epruvete po 4
mL. Epruvete su nacijepljene kulturom dobivenom iz izoliranih kolonija te potom inkubirane
24 sata pri 35+0.5°C. Zamucenje i zuto obojenje podloge potvrda je aktivnost B-D-
galaktozidaze dok je aktivnost B-D-glukuronidaze dokazivana plavom fluorescencijom

podloge na UV svjetlu valne duzine 366 nm (Slika 11).

Slika 11. Plava fluroescencija dokazuje aktivnost B-D-glukuronidaze, a time i vrstu

Escherichia coli (izvor: https://www.idexx.com/en/water/water-products-services/colilert-18/)

Svi lazno pozitivni i lazno negativni izolati, kada su usporedivani rezultati potvrdnih testova i
karakteristike kolonije s testne podloge, dodatno su testirani pomocéu API 20E
identifikacijskog kita (Slika 12).
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Slika 12. API 20E identifikacijski kit (izvor:

https://www.mediray.co.nz/laboratory/shop/molecular-and-microbiology-

reagents/microbiology-reagents/api-kits-and-reagents/api-20-€/)

Ovisno o rezultatima sekundarnih identifikacijskih testova, podatci su podijeljeni su u
Cetiri kategorije (Slika 13):
a) Stvarni pozitivni - broj tipi¢nih kolonija ¢iji je identitet potvrden sekundarnim
identifikacijskim testovima;
b) Lazni negativni - broj atipi¢nih kolonija koje su identificirane kao ciljani organizmi
sekundarnim identifikacijskim testom;
c) Lazni pozitivni - broj tipi¢nih kolonija za koje je sekundarnim identifikacijskim testom
naknadno dokazano da nisu ciljani organizmi;
d) Stvarni negativi - broj atipi¢nih kolonija za koje se sekundarnim identifikacijskim testom

dokazalo da nisu ciljni organizmi;
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Stanje
Postupak postoji (npr. bolestan) ne postoji (npr. zdrav)

pozitivan ISPRAVNO POZITIVNI LAZNO POZITIVNI
nalaz (TP) (FP)

negativan = LAZNO NEGATIVNI ISPRAVNO NEGATIVNI
nalaz (FN) (TN)

Slika 13. Kategorije podataka ovisno o rezultatima sekundarnih identifikacijskih testova
(izvor: https://slideplayer.com/slide/14964386/)

Kategoricke znacajke izraCunate su na slijede¢i nacin:
Osjetljivost =a/ (a + b)
Specificnost =d / (¢ + d)
Stopa lazno pozitivnih=c/ (a + c)
Stopa lazno negativnih =b / (b + d)
Selektivnost=a/n
Ucinkovitost (E)=(a+d)/(a+b+c+d)

2.5. Utjecaj stresa na oporavak Escherichiae coli

Za ispitivanje ucinka stresa uzrokovanog medijem (morska voda) na razliku u oporavku
E. coli pomo¢u CCA i TBX agara, sterilna voda iz slavine i sterilna morska voda (slanost 35
PSU) spajkani su kanalizacijskom vodom i pohranjeni u mraku pri 20°C 96 sati. Broj
uzgojivih E. coli pracen je uzimanjem i ispitivanjem pod uzoraka, u triplikatu, 30 minuta
nakon spajkanja i zatim u intervalima od 24 sata.

Utjecaj stresa uzrokovanog suncevim zracenjem, na razliku u oporavku E. coli pomocu
CCA i TBX agara ispitan je izlaganjem prozirne staklene boce od 2 L, koja sadrzi prirodni
uzorak morske vode, umjerenom sun¢evom zracenju tijekom 45 minuta. Poduzorci su uzeti i
analizirani u triplikatima, u intervalima od 10 ili 15 minuta. Za sve eksperimente, razlika u

oporavku dvaju medija za isti poduzorak izracunata je pomocu jednadzbe 5:
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CCA—-TBX

CCA ) * 100

Diff. (%) = (

Diff. - razlika u oporavku CCA i TBX medija izrazena u %

CCA - srednja vrijednost Escherichia coli u poduzorku dobivenom na CCA (CFU / filter)
TBX - srednja vrijednost Escherichia coli u poduzorku dobivenom na TBX agaru (CFU /
filter)

2.6. Utjecaj inhibicijskih tvari na oporavak Escherichiae coli

Testiran je ucinak obaju standardnih tvari za inhibiranje Gram-pozitivnih bakterija, zu¢ne

soli br. 3 i Tergitol 7 (Slika 14), na oporavak E. coli.

TERGITOL - 7 AGAR BASE (BIS)
1S: 5887 (Part I) 1978, reaffirmed 2005.
for selactive isalation and KensScation
of colform bactesa Som water.

1

'
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Slika 14. Boca Tergitola 7 (izvor: https://www.mymicrolab.com/tegritol--7-agar-base-48)

Prirodni uzorci morske vode filtrirani su u Sest replika i inkubirani na CCA koji sadrze
razli¢ite koncentracije zu¢nih soli br. 3: 0,00%, 0,075% (polovica standardne koncentracije) i
0,15% (standardna koncentracija). Uzorci pripremljeni pomocu sterilne slatke vode s ¢istom
kulturom E. coli filtrirani su sest replika i inkubirani na Tryptic soy agaru (TSA) koji sadrzi
razli¢ite koncentracije zu¢nih soli br. 3 (0.00, 0.075 i 0.15%) i Tergitola 7 (0.00, 0.0075 i
0.015%). Obje podloge, CCA i TSA inkubirane su 4 h pri 36£2°C, nakon cega je uslijedila
inkubacija od 20 sati pri 44+0,5°C.
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2.7. Analiza podataka

Za obradu podataka i izradu grafova koriSteni su programski paketi Statistica © ver. 9.1
(StatSoft, Inc., Tulsa, USA, 2009) i MS Excel 2013.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Odredivanje relativnog i stvarnog oporavka

Rezultati relativnhog oporavka Escherichiae coli u uzorcima morske vode koriStenjem
TBX agara inkubiranog u razli¢itim uvjetima prikazani su u Tablici 1. Odlucili smo da je

relativni oporavak prihvatljiv kada je srednja relativna razlika bila nula ili niza od nule.

Tablica 1. Relativni oporavak Escherichia coli koristenjem dvije razlic¢ite podloge (TBX agar
i dvoslojni MMGA /TBX agar) pri 44 + 0,5°C sa i bez 4-satnog perioda ozivljavanja pri 36 +
2°C (x - srednja relativna razlika (RD), SD - standardna devijacija RD-a, X - vrijednost RD-a

na donjoj (L) i gornjoj (U) granici pouzdanosti)

TBX agar Dvoslojni MMGA/TBX agar
Bez S Bez S
perioda periodom perioda periodom
ozivljavanja ozivljavanja ozivljavanja ozivljavanja
Parametar (n=31) (n=31) (n=31) (n=31)
X 325 16.7 19,9 6.5
SD 27.8 36.2 27.8 25.8
XL 22,5 3.7 9.9 -2.7
Xu 42.5 29.7 29.9 15.8

Relativni oporavak E. coli na TBX agaru inkubiranom 24 sata pri 44+0,5°C nije bio
zadovoljavajuc¢i. Znacajno je poboljSan koriStenjem 4-satnog perioda ozivljavanja ili
dvoslojnog MMGA/TBX agara, ali ni dalje nije bio zadovoljavajuc¢i. Najbolji relativni
oporavak dobiven je koriStenjem dvoslojnog MMGA/TBX agara i 4-satnog perioda
ozivljavanja. Rezultati upucuju na to da pre-inkubacija u blazim uvjetima (36+2°C) i na
neselektivnom mediju (MMGA) znacajno povecava prezivljavanje bakterijskih stanica, $to
rezultira ve¢im brojem E. coli. Bez obzira na uvjete inkubacije, srednja relativna razlika bila
je znacajno viSa od nule, $to ukazuje na bolji oporavak E. coli na CCA nego na TBX i
dvoslojnom MMGA/TBX agaru. Znac¢ajno veci oporavak E. coli na CCA nego na dvoslojnom

MMGA/TBX agaru s 4-satnim periodom prezivljavanja utvrdili su i Vuki¢ Lusi¢ i sur. (2016).
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Veca srednja relativna razlika zabiljeZena u njihovoj studiji (26,4%) u usporedbi s onom
dobivenom u ovom istrazivanju (6.5%) moze se objasniti ¢injenicom da CCA medij u
njihovom istrazivanju nije inkubiran pri vi$oj temperaturi (44+0,5°C) ve¢ pri 36+2°C tijekom
cijelog perioda inkubacije, kako je definirano u metodi ISO 9308-1:2014.

Razlog za znacajno nizi relativni oporavak na TBX agaru moze se djelomi¢no objasniti
sastavom podloge. Dok TBX agar sadrzi samo tripton, interakcija odabranih peptona,
piruvata, sorbitola i fosfatnog pufera sadrzanih u CCA poti¢e brz rast kolonija, ¢ak i za
subletalno oste¢ene koliformne bakterije (Tehnic¢ki podatci za kromokultni koliformni agar,
EMD Millipore). Nadalje dok proizvoda¢i CCA medija navode da Tergitol 7, komponenta
koju se koristi kao inhibitor za Gram-pozitivne bakterije, nema negativan u¢inak na rast E.
coli, postoje indicije da zu¢ne soli br. 3, inhibiraju¢e komponente sadrzane u TBX agaru,
mogu utjecati na rast E. coli (Stersky i Hedrick 1972; Bonadonna i sur. 2007). U svrhu
testiranja moguceg negativnog ucinka obje inhibirajuée komponente, provedena su dodatna
istrazivanja, kako je opisano u materijalima i metodama.

Uc¢inak dodavanja zuénih soli u CCA na rast E. coli prikazan je naslici 15.
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0 0,075 0,15
Koncentracija zuénih soli br. 3 u CCA (%)

Slika 15. Utjecaj koncentracije zu¢nih soli u CCA na rast E. coli (krug-WDCM 00202,
kvadrat-WDCM 00012 i romb-WDCM 00013)

U sva tri eksperimenta, srednji broj E. coli linearno se smanjivao s koncentracijom zu¢nih
soli u podlozi. Standardna koncentracija zZu¢nih soli (0,15%) znacajno je smanjila broj E. coli
(22-38%). S obzirom na to da CCA sadrzi Tergitol 7, ovakvo znacajno smanjenje broja
uzgojivih E. coli ne moze se pripisati iskljuivo ucinku zucnih soli, ve¢ i njihovom
potencijalnom kumulativnom ucinku s Tergitolom 7. Kako bi testirali pojedinacni ucinak
zuénih soli i Tergitola 7 na rast E. coli, provedena su istrazivanja s Cistim kulturama,

inokulacijom tri soja E. coli na TSA koja je sadrzavala razli¢ite koncentracije Zu¢nih soli i
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Tergitola 7. Srednja vrijednost E. coli takoder se linearno smanjivala s koncentracijom zu¢nih
soli, a standardna koncentracija zu¢nih soli od 0,15% smanjila je rast E. coli za 19-60% (Slika
16).
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Slika 16. Utjecaj koncentracije Zu¢nih soli u TSA na rast triju sojeva E. coli (krug-WDCM
00202, kvadrat-WDCM 00012 i romb-WDCM 00013)

Nije zabiljezeno smanjenje srednje vrijednosti E. coli na TSA plo¢ama, neovisno o

koncentraciji Tergitola 7 (Slika 17).
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Slika 17. Utjecaj koncentracije Tergitola 7 u TSA na rast triju sojeva E. coli (krug-WDCM
00202, kvadrat-WDCM 00012 i romb-WDCM 00013)

Dodatak Tergitola 7 rezultirao je manjim 1 povisSenijim kolonijama, koje su bile bolje
razdvojene i lakse ih je bilo brojiti. Usporedba uc¢inaka standardne koncentracije zucnih soli

br. 3 i Tergitola 7 na rast bakterije E. coli prikazana je na slici 18.
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Slika 18. Usporedba rasta (srednja vrijednost + SD) triju sojeva E. coli na TSA (bijeli
stupi¢i), TSA koji sadrzi standardnu koncentraciju zu¢nih soli br. 3 (iscrtkani stupiéi) i

Tergitola 7 (sivi stupi¢i)

Ocigledan negativan u¢inak zucnih soli na rast E. coli moze biti mogu¢i razlog za dobivanje
znacajno nizih brojnosti E. coli na TBX agaru nego na CCA.

Negativni uéinak zuénih soli na koliformne bakterije nije nova spoznaja, poznata je veé
desetlje¢ima. Stersky 1 Hendricks (1972) pronasli su negativhu korelaciju izmedu
koncentracija zu¢nih soli u SPC (Standard Plate Count) agaru i rasta triju razliitih sojeva E.
coli, s gotovo potpunim inhibiranjem pri koncentraciji zu¢nih soli br. 3 od 0,1%. Nadeno je
znacajno nize inhibiranje (7-57%) za SPC agar koji sadrzi do 0.01% Tergitola 7. Scheusner i
sur. (1971) utvrdili su da je negativni uéinak zu¢nih soli na rast E. coli izraZeniji kod tretiranih
(ozlijedenih) bakterija nego u netretiranih. Postotak E. coli koji nije rastao na MA (Minimal
agar) koji sadrzi 0,15% zucne soli br. 3 povecao se s 20% za netretirane stanice na 65% za
stanice tretirane 60 sekundi dezinficijensom (metilalkilbenziltrimetil amonijev klorid). Kao
kontrola, rast tretiranih bakterija na mediju bez dodanih Zu¢nih soli smanjio se za samo 10%,
u usporedbi s brojem netretiranih stanica.

Budu¢i da TBX agar sadrzi Zu¢ne soli, €iji je negativni u€inak izraZeniji kod ozlijedenih
bakterija (Scheusner i sur., 1971), takoder smo ispitali utjece li stupanj stanicnog stresa na
razliku u oporavku E. coli na TBX agaru i CCA, koji ne sadrzi Zu¢ne soli.

Provedena su cetiri pokusa u mraku, dva sa slatkom i dva s morskom vodom. Tijekom 96
sati eksperimenta za morsku i slatku vodu nije pronadena jasna tendencija razlike (Diff.)
izmedu srednjih vrijednosti dobivenih za CCA i TBX agar (Slika 19).
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Slika 19. Utjecaj vremena izlaganja razli¢itim medijima (krug = slatka voda, kvadrat =

morska voda) na razliku u brojnosti E. coli (Diff.) dobivenih na CCA i TBX agaru

Za morsku vodu razlika je bila relativno stabilna, s malim varijacijama (+3%). Utvrdene
su znacajnije razlike za slatku vodu (+11%). Bilo je vrlo teSko ocitavati ploce (CCA i TBX)
za poduzorke uzete nakon 72 i 96 sati ¢uvanja. Znatno se povecao broj malih prozirnih
kolonija pozadinske bakterijske flore, a ciljane kolonije su bile nepravilne, spljoStene S

nepravilno valovitim rubovima (Slika 20 i Slika 21).

Slika 20. Kolonije E. coli (svijetlo-zelene kolonije) na dvoslojnom MMGA/TBX agaru i

kolonije pozadinske bakterijske flore (prozirne kolonije)
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Slika 21. Kolonije E. coli (modre kolonije) na jednoslojnom TBX agaru i kolonije pozadinske

bakterijske flore (prozirne kolonije)

Prema ISO 17994:2014, moze biti prikladno utjecati na mikrobnu populaciju uzoraka koje se
koristi u studiji ekvivalentnosti (usporedbe metoda) kako bi simulirali stvarne situacije na
koje se nailazi u rutinskoj laboratorijskoj praksi. Takve modifikacije mogu ukljucivati
primjenu razli¢itih raspona temperature ili utjecaja dnevne svjetlosti, kako bi se simulirali
razli¢iti okolisni uvjeti iz kojih uzorci mogu potjecati. S obzirom da je sunéevo zracenje
najvazniji ¢imbenik koji uzrokuje bakterijski stres u prirodnim uvjetima, znacajno
nadmasujuéi u¢inak drugih biotickih i abiotickih ¢imbenika (Chandran i Hatha, 2003; Jozi¢ 1
sur., 2014), eksperimenti provedeni u prisutnosti sunc¢eve svjetlosti dali su jasnije rezultate.
Eksperimenti su izvedeni oko 11 sati ujutro po lokalnom vremenu, s prosje¢nom jakoscu
suncevog zratenja od 500 Wm™. Razlika u srednjim vrijednostima E. coli (Diff.) pokazala je
jasnu tendenciju porasta s vremenom izlaganja sunc¢evoj svjetlosti, do 65% (Slika 22).

Uzimaju¢i u obzir da vrijeme izlaganja odgovara stresu koji trpe bakterijske stanice, rezultat
bi mogao ukazivati da je CCA medij bolji u pogledu oporavka stanica E. coli u usporedbi s
TBX agarom. Ovaj rezultat je vrlo vazan pri dizajniranju i provodenju studija ekvivalentnosti
metoda jer naglasava vaznost koriStenja prirodnih uzoraka koji su bili izlozeni utjecaju
okoli$nih ¢imbenika ili uzoraka koji su namjerno izlozeni ¢imbenicima okoline, kako bi se

dobili pouzdani podatci.
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Slika 22. Utjecaj vremena izlaganja triju prirodnih uzoraka morske vode suncevoj svjetlosti

na razliku u broju Escherichia coli (Diff.) dobivenih na CCA i TBX agaru

Kako je srednja relativna razlika izmedu ISO 9308-1:2014 i temperaturno modificirane
ISO-9308-1 bila -3,65% (Jozi¢ i sur., 2018), relativni oporavak TBX agara i MMGA/TBX
agara mogao bi se dodatno poboljsati. Stoga smo testirali bi li dulji period ozivljavanja (5 i 6
h) pri 36£2°C na dvoslojnom MMGA/TBX agaru ili naizmjeni¢noj inkubaciji na
jednoslojnom MMGA i TBX agaru (inkubacija na TBX agaru nakon ozivljavanja na MMGA)
s 4-satnim periodom ozivljavanja, mogao poboljsati relativni oporavak E. coli. Tri razlicita
uzorka morske vode filtrirali smo i inkubirali na dvoslojnom MMGA/TBX agaru, Sest replika
za sva tri perioda ozivljavanja (Cetiri, pet i Sest sati). Nadalje, tri razli¢ita uzorka morske vode
filtrirali smo i inkubirali u Sest replika na dvoslojpom MMGA/TBX agaru, sa 6-satnim
periodom ozivljavanja i jednoslojnom MMGA i TBX agaru (naizmjeni¢énom inkubacijom) S
4-satnim periodom ozivljavanja. Studentov t-test nije pokazao znacajnu statisticku razliku u
srednjim vrijednostima izmedu 4- i 5-satnog perioda ozivljavanja na dvoslojnoj podlozi (Slika
23).Utvrdena je statisticki znacajna razlika u srednjim vrijednostima izmedu 4- i 6-satnog
perioda ozivljavanja, dok izmedu 5- i 6-satnog perioda prezivljavanja nije utvrdena statisticki
znacajna razlika. U jednom eksperimentu, srednja vrijednost broja bakterija iz neobjasnjivih
razloga znacajno se smanjila.

U sva tri eksperimenta, naizmjeni¢na inkubacija na MMGA i TBX agaru sa 4-satnim
periodom ozivljavanja rezultirala je znacajno veéim brojem E. coli nego na dvoslojnom
MMGA/TBX agaru inkubiranom sa 6-satnim periodom ozivljavanja (Slika 24). To bi moglo
biti posljedica difuzije zu¢nih soli iz TBX sloja u MMGA i njihovog negativnog uc¢inka na
rast E. coli.
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Slika 23. Utjecaj perioda ozivljavanja (4h = bijeli stupi¢i, 5h = sivi stupié¢i, 6h = iscrtkani

stupic¢i) na rast E. coli (srednja vrijednost = SD) na dvoslojnom MMGA/TBX agaru
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Slika 24. Usporedba rasta (srednja vrijednost = SD) Escherichia coli na naizmjeni¢no
inkubiranom jednoslojnom MMGA i TBX agaru (bijeli stupi¢i) i dvoslojnom MMGA/TBX

agaru (sivi stupici)
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Na temelju gore navedenih rezultata, testirali smo relativni oporavak dvoslojnog
MMGA/TBX medija sa 6-satnim periodom ozivljavanja, naizmjeni¢no inkubiranog MMGA i
TBX agara s 4-satnim periodom ozivljavanja i, kao kontrolu, TBX agar sa 6- satnim periodom
ozivljavanja.

Produzeni period ozivljavanja znacajno je poboljsao relativni oporavak na TBX agaru, ali
nedovoljno da se dostigne relativni oporavak na CCA. | MMGA/TBX agar sa 6-satnim
periodom ozivljavanja i naizmjeni¢no inkubirani MMGA i TBX agar s 4-satnim periodom
ozivljavanja dali su sli¢ne rezultate; znac¢ajno poboljsan i prihvatljiv relativni oporavak, ¢ak i

bolji od oporavka referentnom metodom (Tablica 2).

Tablica 2. Relativni oporavak dobiven koristenjem dvije razli¢ite podloge (TBX agar i
dvoslojni MMGA/TBX agar) sa 6-satnim periodom ozivljavanja i jednoslojnog MMGA i
TBX agara s 4-satnim periodom ozivljavanja (k- srednja relativna razlika (RD), SD -
standardna devijacija RD-a, X - vrijednost RD-a na donjoj (L) i gornjoj (U) granici

pouzdanosti)

6 h period ozivljavanja 4 h period ozivljavanja
TBX Dvoslojni Jednoslojni MMGA i
MMGA/TBX TBX agar

Parametar n=45 n=45 n=32
X 7.94 -4.77 -8.27

SD 26.54 27.72 19.92

XL 0.02 -13.03 -15.54
Xu 15.85 3.49 -0.99

Znaci da se oba postupka, inkubacija na dvoslojnoj podlozi i naizmjeni¢na inkubacija na
dvije pojedinacne podloge, mogu Koristiti za dobivanje pouzdanih podataka o E. coli u
monitoringu mora za kupanje. Budu¢i da svi podatci o relativnim razlikama za jednoslojne i
dvoslojne podloge nisu dobiveni istodobno, koriste¢i iste uzorke, razlika u relativnom
oporavku koriste¢i navedene postupke ne moze se procijeniti pomocu podataka srednje
relativne razlike prikazanih u tablici 2. Rezultati usporedbe uparenih podataka za E. coli na
jednoslojnoj i dvoslojnoj podlozi dobivenih u istovremenoj analizi 25 uzoraka, pokazali su

nesto bolji oporavak na jednoslojnom mediju, sa srednjom relativnom razlikom od 3,22%.
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Stvarni oporavak postignut u eksperimentima s tri ¢iste kulture bio je zadovoljavajuéi i
bolji u postupku koriStenjem naizmjeni¢ne inkubacije na MMGA i TBX agaru. Stupanj
oporavka na jednoslojnom MMGA i TBX agaru bio je u rasponu od 89-120%, sa srednjom
vrijednos¢u od 103%, a za dvoslojni MMGA/TBX agar u rasponu od 73-100%, s prosje¢nom
vrijednos$¢u od 89%.

Pri odlucivanju koji postupak primijeniti, moglo bi biti vazno uzeti u obzir ne samo
relativan oporavak, ve¢ i sloZzenost postupka, npr. koji postupak je lakse primijeniti i koje je
plo¢e lakSe ocitavati. Naizmjeni¢na inkubacija rezultira manjim, poviSenim, ne-sluzavim i
dobro obojenim kolonijama, koje je lako brojiti. Manje kolonije obi¢no znace viSu gornju
radnu granicu metode. Kolonije uzgojene na dvoslojnom agaru su vece, uzdignute, ponekad
manje obojene i prekrivene prozirnim sluzavim materijalom, i vjerojatno rezultiraju nizom
gornjom radnom granicom metode. Nadalje, postupak naizmjeni¢ne inkubacije je skuplji i
zahtijeva viSe vremena od inkubacije na dvoslojnoj podlozi zbog koriStenja dvije razlicite
ploce i potrebe za ruénim prebacivanjem svakog filtera s MMGA na TBX agar nakon perioda
ozivljavanja. Za razliku od naizmjeni¢ne inkubacije, koriStenje dvoslojne podloge
pojednostavljuje postupak inkubacije zbog mogucnosti koriStenja programiranih inkubatora.
Jedino potencijalno ograni¢enje moze biti svjezina dvoslojne podloge, s obzirom da tijekom
skladiStenja komponente iz jednog medija mogu difundirati u drugi. Stoga smo testirali i je li
svjezina dvoslojne podloge utjee na relativni oporavak. Tri razli¢ita uzorka morske vode
filtrirana su i inkubirana u pet replika na 24, 48, 72 i 96 sati starom dvoslojnom MMGA/TBX
agaru, koriste¢i 6-satni period ozivljavanja. Nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu

rezultata dobivenih na podlogama razlicite starosti (p> 0,05).

3.2. Odredivanje kategori¢kih zna¢ajki metode

Uzimajué¢i u obzir i rezultate relativnog oporavka 1 sloZenost postupka, odlucili smo
odrediti kategoricke zna¢ajke dvoslojnog MMGA/TBX agara inkubiranog pri 44+0,5°C sa 6-
satnim periodom ozivljavanja pri 362°C. U pet uzoraka odredene su i znacajke TBX agara sa
6-satnim periodom ozivljavanja, kako bi se utvrdilo utjece li pre-inkubacija na neselektivnom
mediju na selektivnost postupka.

Postignute znacajke dvoslojnog MMGA/TBX agara su prihvatljive u usporedbi sa
zahtjevima 1SO 13843:2017 (tablica 3).
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Rezultati pokazuju da je postupak dovoljno osjetljiv (97,4%), specifi¢an (95,6%), selektivan
(69,9%) 1 uéinkovit (96,9%) za odredivanje E. coli u moru za kupanje. Selektivnost izracunata
za pet uzoraka koji su istodobno inokulirani i inkubirani na TBX agaru i TBX/MMGA, nisu
pokazali znaCajan ucinak dodavanja neselektivnog MMGA sloja na selektivnost podloge
(Tablica 4). Istodobno je taj sloj odigrao klju¢nu ulogu u postizanju prihvatljivog relativnog

oporavka stanica E. coli (Tablica 3).

Tablica 3. Kategoricke znacajke dvoslojnog MMGA/TBX pri 44 £+ 0,5°C, s 6-satnim

periodom ozivljavanja pri 36+2°C

Znacajka Medij
More za kupanje (n=326)

Osijetljivost (%) 97.4
Specifi¢nost (%) 95.6
Stopa lazno pozitivnih (%) 2.4
Stopa lazno negativnih (%) 5.6
Selektivnost (%) 69.9
Uc¢inkovitost (%) 96.9

Tablica 4. Usporedba selektivnosti TBX agara i dvoslojnog MMGA/TBX agara inkubiranog

pri 44 + 0,5°C sa 6-satnim periodom ozivljavanja pri 36+2°C

Selektivnost
Medij TBX Dvoslojni MMGA/TBX
More za kupanje 53.5 (n=200) 53.5 (n=198)

Selektivnost nije konstanta specifi¢na za metodu; znacajno varira zbog sezonskih ucinaka
i drugih uzroka koji mijenjaju relativnu brojnost ciljane i pozadinske mikroflore (ISO/TR
2000). S obzirom da selektivnost MMGA/TBX agara u ovom istrazivanju i selektivnost CCA
pokazanom od Jozi¢ i sur. (2018) nije odredeni koriStenjem istih uzoraka i tijekom iste
sezone, bolja selektivnost MMGA/TBX agara mogla bi se dijelom pripisati razli¢itom omjeru
ciljanih i ne-ciljanih bakterija u uzorcima. Selektivnost izraCunata koriStenjem nepotvrdenih
kultura s prikladnih filtera (ukupni broj kolonija od 20-60 CFU; najmanje 10 CFU E. coli)
dobivena istovremenom analizom na CCA, jednoslojnom i dvoslojnom agaru tijekom
ispitivanja relativnog oporavka, pokazala je ovisnost o podlozi i iznosila je 82,6%, 89,7%

odnosno 81,8%.
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Kako je selektivnost CCA bila znatno viSa od one koju su utvrdili Jozi¢ 1 sur. (2018),
moglo bi se zakljuditi da je ovisna 0 sezoni i uzorcima.

Naizmyjeni¢na inkubacija na jednoslojnom MMGA i TBX agaru pokazala je nesto bolju
selektivnost od dvoslojnog MMGA/TBX agara. To nije rezultat bolje inhibicije ne ciljanih

bakterija, nego i bolji oporavak (veci broj) ciljanih stanica E. coli, a time i veéa selektivnost.
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4. ZAKLJUCCI

Period ozivljavanja pri 36+2°C znacajno je poboljsao relativni oporavak Escherichiae
coli na TBX agaru, ali nedovoljno da se dostigne oporavak postignut na CCA.

Poboljsanje relativnog oporavka postignuto je ozivljavanjem na neselektivnom,
MMGA/TBX agaru, ali i dalje nedovoljno da bi bilo prihvatljivo.

Znacajno poboljsan I prihvatljiv relativni oporavak postignut je produzenim periodom
ozivljavanja (6 h) na dvoslojnom MMGA/TBX agaru i naizmjeni¢nom inkubacijom na
MMGA i TBX agaru s 4-satnim periodom ozivljavanja pri 36:2°C.

Istovremenom analizom 25 uzoraka na jednoslojnim i dvoslojnim podlogama, utvrden je
nesto bolji oporavak na jednoslojnom mediju, sa srednjom relativnom razlikom od 3,22%.

Stvarni oporavak postignut u pokusima s tri €iste kulture bio je zadovoljavajuci i bolji u
postupku kori$tenjem naizmjeni¢ne inkubacije na MMGA i TBX agaru. Stupanj oporavka na
jednoslojnom MMGA i TBX agaru bio je u rasponu od 89-120%, sa srednjom vrijedno$¢u od
103%, a za dvoslojni MMGA/TBX medij u rasponu od 73-100%, s prosje¢nom vrijednos$cu
od 89%.

Naizmjeni¢na inkubacija na jednoslojnom MMGA i TBX agaru rezultira manjim,
povisenim, ne-sluzavim i dobro obojenim kolonijama, koje je lako brojati. Kolonije koje se
uzgajaju na dvoslojnom mediju veée su, podignute, ponekad manje obojene 1 prekrivene
prozirnim sluzavim materijalom.

Rezultati su pokazali da je medij dovoljno osjetljiv (97,4%), specifican (95,6%),

selektivan (69,9%) i u¢inkovit (96,9%) za odredivanje E. coli u moru za kupanje.
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