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SAZETAK

Ciljevi istrazivanja: Biofilm viSestruko otpornih mikroorganizama i kontaminacija
bolnickog okolisa biofilmom predstavlja izazov u provodenju dezinfekcije kao mjere
sprjec¢avanja i kontrole infekcija. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u¢inak plinovitog ozona
kao potencijalnog alternativnog dezinfekcijskog sredstva na biofilm predstavnika visestruko
otpornih mikroorganizama iz bolnicke sredine.

Metode: IstraZivanje je obuhvacalo in vitro ispitivanje ucinka plinovitog ozona na 24-
satnom biofilmu model organizama: K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na keramici

I polistirenu uz prisustvo razli¢itog organskog opterecenja. Ispitivane su fizikalno-kemijske
karakteristike materijala i povrSine model organizama. Pradeni su parametri ucinka
plinovitog ozona na ukupan broj kultivabilnih bakterija, ukupan broj vijabilnih bakterija
uporabom ATP bioluminiscencije i Dead/Live bojenja te u¢inak na ukupnu biomasu putem
kristal violet bojenja. Pra¢en je i ucinak na ukupan broj reaktivnih kisikovih vrsta te
morfoloske promjene na biofilmu koriStenjem digitalne mikroskopije, mikroskopije
atomskih sila i pretrazne elektronske mikroskopije. In situ u¢inak plinovitog ozona pracen

je na biofilmu odabranih referentnih sojeva model organizama u Opc¢oj bolnici dr. Ivo
Pedisi¢, Sisak uz popratno pra¢enje mikrobioloske Cistoce prostora i broja bakterija u zraku.
Rezultati: Plinoviti ozon u koncentraciji od 25 ppm tijekom 1 sata izlozenosti uzrokuje
statisti¢ki znacajnu redukciju ukupnog broja kultivabilnih i vijabilnih bakterija u biofilmu
odabranih model organizama te znacajnu redukciju ukupne biomase na oba materijala te uz
oba materijala i uz razlicite vrste organskog opterecenja bio je A. baumannii, najmanje
osjetljiv S. aureus. Plinoviti ozon uzrokuje statisticki znacajno povecanje reaktivnih
kisikovih vrsti u svim model organizmima te morfoloske promjene na biofilmu i na
pojedina¢nim bakterijskim stanicama u smislu deformacija stanica i ulegnu¢a na stani¢noj
membrani te razaranja stanica.

Zakljucak: Plinoviti ozon je u¢inkovito dezinfekcijsko sredstvo, medutim samostalno ne
uspijeva u potpunosti ukloniti biofilm model organizama s keramike i polistirena te se za
uspjesno uklanjanje biofilma preporucuje obvezno redovito mehanicko ¢is¢enje 1 pranje
prije dezinfekcije ozonom u kombinaciji s jo§ jednim dezinfekcijskim sredstvom.

Kljucéne rijeci: A. baumannii; biofilm; K. pneumoniae; ozon; S. aureus; visestruko otporni

mikroorganizmi
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SUMMARY

Research objectives: Biofilm of multidrug-resistant organisms and contamination of the
hospital environment with biofilm is a challenge in the implementation of disinfection as
infection prevention and control measure. The aim of this research was to examine the effect of
gaseous ozone as a potential alternative disinfectant on the biofilm of multidrug-resistant
organisms from the hospital environment as model organisms.

Methods: In vitro part of the research included examining of the effect of gaseous 0zone on
the 24-hour biofilm of K. pneumoniae, A. baumannii and S. aureus on ceramics and polystyrene
with the presence of different organic load. The physico-chemical characteristics of the material
and the surface of the model organisms were examined. The parameters of the biocidal effect
of gaseous ozone included the total number of cultivable bacteria, the total number of viable
bacteria using ATP bioluminescence and Dead/L.ive staining and the effect on the total biomass
using crystal violet staining. The effect on the total number of reactive oxygen species and
morphological changes on the biofilm were monitored using digital microscopy, atomic force
microscopy and scanning electron microscopy. The in situ effect of gaseous ozone was
monitored on the biofilm of selected standard strains of model organisms in the dr. Ivo Pedisi¢
General Hospital, Sisak, with accompanying monitoring of the microbiological cleanliness of
the surfaces and the number of bacteria in the air.

Results: Gaseous ozone in a concentration of 25 ppm during 1 hour of exposure causes a
statistically significant reduction of the total number of cultivable and viable bacteria and a
significant reduction of the total biomass in the biofilm on both materials and different organic
load. The most sensitive model organism to the effect of ozone on both materials and with
different types of organic load was A. baumannii, the least sensitive was S. aureus. Gaseous
ozone causes a statistically significant increase in reactive oxygen species in all model
organisms and morphological changes in the biofilm and individual bacterial cells in the sense
of cell deformation and deposition on the cell membrane and cell destruction.

Conclusion: Gaseous ozone is an effective disinfectant, however, it does not manage to
completely remove biofilm model organisms from ceramics and polystyrene on its own, and
for successful biofilm removal, mandatory regular mechanical cleaning and washing before
ozone disinfection in combination with another disinfectant is recommended.

Key words: A. baumannii; biofilm; K. pneumoniae; multidrug-resistant organisms; ozone; S.

aureus
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1. UVOD | PREGLEG PODRUCJA ISTRAZIVANJA



1.1.  ViSestruko otporni mikroorganizmi

Otkrice 1 uporaba antibiotika te njihovo uvodenje u klinicku praksu oko 1930. godine
smatra se jednim od najveéih napredaka u povijesti CovjeCanstva [1,2]. Otada je koriStenje
antibiotika postalo globalno, a njihova uporaba u medicini, veterini i poljoprivredi dio
svakodnevnice [1,3]. Nedugo nakon otkri¢a antibiotika otkrivena je i bakterijska otpornost,
pojava koja od otkri¢a ostvaruje trend Sirenja i rasta [4]. Bakterijska otpornost moze biti
prirodena ili steCena, s time da potonja ima puno veci javnozdravstveni i klinicki znacaj [2].
Bakterijska otpornost najcesée nastaje pod pritiskom prekomjernog, pogresnog ili
neprimjerenog koristenja antibiotika u populaciji, $to posljedi¢no dovodi do razvoja otpornosti
[2]. U posljednjih dvadesetak godina, posebno zabrinjava pojava i Sirenje viSestruko otpornih
mikroorganizama [5]. Pojam viSestruke otpornosti moze se definirati kao ste¢ena otpornost na
najmanje jedan lijek u tri ili viSe klasa antibiotika [6,7]. Zajedni¢ka osobina svih viSestruko
otpornih mikroorganizama (eng. multidrug resistant organisms, MDRO; MDR) osim viSestruke
otpornosti na dostupne antibiotike jest i Cinjenica da predstavljaju veliki javnozdravstveni
problem, posebice u bolnickom okoliSu, gdje su identificirani kao Cesti uzro¢nika bolnickih

infekcija [8,9].

1.1.1. ESKAPE patogeni

ESKAPE patogene sa¢injava skupina od Sest mikroorganizama koji dijele zajednicke
osobine visestruke otpornosti na antibiotike [10-13]. Izraz ESKAPE oznafava akronim
pocetnih slova u nazivima pripadnika skupine — Enterococcus faecium (E), Staphylococcus
aureus (S), Klebsiella pneumoniae (K), Acinetobacter baumannii (A) i Enterobacter species
(E) [14]. Patogeni iz ESKAPE skupine odgovorni su za veéinu bolni¢kih infekcija u svijetu te
su od strane Svjetske zdravstvene organizacije prepoznati kao globalna prijetnja javnom
zdravstvu, a nuZnost za razvojem novih djelotvornih antibiotika izdvojena je kao istrazivacki

prioritet [15,16].
1.1.1.1.  Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus je Gram-pozitivna bakterija okruglastog oblika i nepokretna

(Slika 1.). Rod Staphylococcus sacinjava 52 vrste i 28 podvrsta, medutim S. aureus ima najveci

javnozdravstveni i klini¢ki znacaj, posebice soj otporan na meticilin (eng. methicillin — resistant



Staphylococcus aureus, MRSA) [17].

Infekcije S. aureus se prenose dodirom sa zarazenom osobom, hranom i preko zaraZzenih
predmeta i povrSina [18]. Poseban problem predstavljaju bolni¢ke infekcije uzrokovane
visestruko otpornim MRSA sojem [19].

Karakteristika soja je viSestruka otpornost na antibiotike koje sadrze B-laktam
(penicilini, cefalosporini i karbapenemi) zbog produkcije penicilinaze koja razara 3-laktamski
prsten [1,20]. Otpornost MRSA najcesce se javlja stjecanjem gena mecA i MeC. Oba gena
kodiraju protein koji veze peniclin ( eng. penicilln binding protein 2a, PBP2a) i smjesteni su na
genomskom otoku naziva stafilokokna kromosomska mec kaseta (eng. Staphylococcal Cassette
Chromosome mec, SCCmec) [2]. Ekspresija mecA gena se kontrolira putem proteoliti¢ckog puta

prijenosa signala koji se sastoji od senzorskog proteina (MecR1) i represora (Mecl) [21].

Slika 1. Porast Staphylococcus aureus na krvnom agaru, autorski rad

S. aureus posjeduje niz ¢imbenika virulencije poput lu¢enja toksina, niza izvanstani¢nih
proteina koji pomazu adheziju i Sirenje stafilokoka u organizam domacina (hemolizin, proteaze,
hijalouronidaze i kolagenaze) te intrinzicni mehanizam za izbjegavanje imunoloskog odgovora
domacina [17,22,23].

Stafiloksantin je karotenoidni pigment odgovoran za zlatnu boju stafilokoka, medutim
predstavlja vazan dio intrinzicnog mehanizma kojim se stafilokoki bore protiv reaktivnih

kisikovih vrsta izlu¢enim od strane neutrofila i pomo¢nih stanica domacina [1,24].



1.1.1.2.  Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae je Gram-negativna bakterija koja pripada redu Enterobacterales
kokobacilarnog oblika, ne stvara spore, nije pokretna i fakultativni je anaerob (Slika 2.) [25,26].
Zahvaljujuéi svojim ¢imbenicima virulencije, sposobnosti stvaranja biofilma i visestrukoj
otpornosti na postojece antibiotike predstavlja sve ve¢i javnozdravstveni problem, napose i u
bolni¢kom okolisu [1,2,27,28]. Sastavni je dio mikrobiote ljudi i zivotinja i oportunisticki je
patogen.

Najveéi epidemioloski i javnozdravstveni znacaj roda K. pneumoniae je uzrokovanje
bolnic¢kih infekcija koje se zbog otpornosti na antibiotike tesko lije€e. Trend je to koji je u
slu¢aju K. pneumoniae u konstantnom porastu posljednje desetljece [1,27,29-32], posebice
pojavom 1 Sirenjem sojeva otpornih na karbapeneme i na kinolone [1,2,33-36]. Danas se
pojavljuju sojevi K. pneumoniae koji proizvode BR-laktamaze Sirokog spektra (engl., extended
spectrum B-lactamase, ESBL) te sojevi koji prozvode karbapenemaze.

Karbapenemaze su takoder B-laktamaze koje hidroliziraju karbapeneme i veéinu B3-
laktama te se ovisno 0 enzimu razvrstavaju u dvije skupine [2,5]. U prvu skupinu pripadaju
enzimi koji posjeduju serin te se oznacavaju kao klasa A i D, od kojih je najpoznatiji enzim
klase A KPC (eng., K. pneumoniae carbapenemase, KPC), a klase D oksacilinaza (eng.
oxacillinse, OXA), posebice OXA-48. U drugu skupinu ubrajaju se karbapenemaze koje
zahtijevaju metale za svoju aktivnost i nazivaju se metalo-beta-laktamaze (eng. metallo-beta-
lactamase, MBL) [2,5]. Najpoznatije MBL karbapenemaze su imipenemaza (eng. imipenemase,
IMP), Verona integron-kodirana MBL (eng., Verona integron-encoded metallo- 3-lactamase,
VIM) i New Delhi MBL (eng., New Delhi metallo- B-lactamase, NDM) [2,5].

Otpornost na kinolone naj¢esce nastaje zbog mutacija gena gyrA i gyrB (DNA giraza) i

gena parC i perE (topoizomeraza 1V) [37].



Slika 2. Porast K. pneumoniae na krvnom agaru, autorski rad

Medu najvaznije faktore virulencije K. pneumoniae ubrajaju se debela kapsula sa¢injena
od dva sloja polisaharidnih vlakana (K antigeni) koja stiti bakteriju od fagocitoze te od
baktericidnog djelovanja serumskih faktora [26,31], lipopolisaharid koji takoder $titi bakteriju
od imunoloskog odgovora domacina, fimbrije tipa 1 i fimbrije tipa 3 koji sudjeluju u adheziji i
pomazu kolonizaciju domacina i izlu¢ivanje siderofora za akviziciju Zeljeza kao potrebnog
nutrijenta [27]. Osim navedenog, K. pneumoniae ima moguc¢nost stvaranja biofilma na zivim i

nezivim povrSinama [4,28,38].

1.1.1.3.  Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumanii je oportuni patogen, pripadnik porodice Moraxellaceae,
aerobni Gram-negativni Stapi¢, nepokretan i ne stvara spore (Slika 3.) [39,40]. Pripadnik je
ESKAPE grupe i sve ¢es¢i uzro¢nik bolnic¢kih infekcija te predstavlja ozbiljan izazov za javno
zdravstvo i klinicare diljem svijeta [41-43].

Jedna od najvaznijih znacajki A. baumannii jest njegova mogucnost prezivljavanja na
povrSinama, a §to se pripisuje njegovoj osobini da vrlo brzo mutira i na taj nacin se prilagodi
stresnim uvjetima okoliSa [2,44-49]. Na nezivim i suhim povr§inama moze prezivjeti danima i
mjesecima [1,41,50]. Osim §to je prisutan u okolisu, ljudi takoder mogu biti nosioci A.
baumannii te je oko 1/4 zdravih ljudi nosioc A. baumannii. Kolonizacija se povecava u
hospitaliziranih osoba gdje onda zarazeni pacijenti mogu predstavljati izvor zaraze [41], ali

izvor zaraze moze biti 1 kontaminirani bolnicki okolis$ [1,43,51].



Slika 3. Porast A. baumannii na Muller-Hinton agaru, autorski rad

lako se smatra bakterijom relativno niske virulencije, osobine A. baumannii poput brze
prilagodbe stresnim uvjetima okoline, brzom razvijanju otpornosti na antibiotike, dugotrajnim
prezivljavanjem na suhim povrS$inama i stvaranjem biofilma ¢ine ga izazovom u sustavima
zdravstvene skrbi [43,46,51-54]. Otpornost na antibiotike A. baumannii ostvaruje putem 3
glavna mehanizma: smanjenjem permeabilnosti porina na membrani ili putem efluks pumpi,
modifikacijom ciljnog mjesta djelovanja antibiotika ili putem enzimatske inaktivacije
antibiotika. A. baumannii je intrinzi¢no otporan na neke vrste B-laktamskih antibiotika
(peniciline i cefalosporine) izlu¢ivanjem R-laktamaza (klasa A B-laktamaze, ESBL, MBL,
cefalosporinaze, oksacilinaze, karbapenemaze) [55]. Uz navedenu enzimatsku aktivnost, A.
baumannii posjeduje efluks pumpe, proteine za vezivanje penicilina, polisaharidnu kapsulu koja
je odgovorna za otpornost prema imunoloskom odgovoru domacina, fimbrije koji olakSavaju
adheziju i kolonizaciju, posebice Csu pili - tip 1 koje izravno povezuju sa stvaranjem biofilma,
lipoplisaharid, proizvodi enzime i toksine odgovorne za razaranje tkiva. A. baumannii posjeduje
1 otpornost na odredene pripadnike skupina aminoglikozida, tetraciklina, florokinolona,
makrolida i polimiksina [55].

Infekcije uzrokovane A. baumannii su naj¢eS¢e povezane sa bolni¢kom skrbi, posebice

na odjelima jedinica intenzivne skrbi i kirurskim odjelima [56].
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1.2.  Uloga bolni¢kog okoli$a u Sirenju viSestruko otpornih mikroorganizama

Visestruko otporni mikroorganizmi su zbog karakteristika poput visoke otpornosti na
uvjete okolisa i dostupne antibiotike postali gotovo endemski u bolnickom okolisu, unato¢
velikim institucionalnim naporima da se smanje ili iskorijene [57-59].

Prisustvo MDR patogena poput S. aureus, K. pneumoniae i A. baumannii u bolnickom
okolisu predstavlja potencijalni izvor za nastanak i Sirenje bolnickih infekcija [60-63]. Bolnicke
infekcije uzrokovane MDR patogenima su u posljednjih desetljeca u porastu [63-66] i
predstavljaju veliki javnozdravstveni i socioekonomski izazov te se povezuju s povecanim
mortalitetom, morbiditetom i ukupnim tros§kovima lije¢enja [60,61,63,64,67,68].

lako se vise od polovice bolni¢kih infekcija povezuje s kontaminacijom medicinskih
uredaja i implantata poput venskih i urinarnih katetera, povecana incidencija bolnickih infekcija
izravno se povezuje i s prijenosom MDR patogena kriznom infekcijom izmedu pacijenata,
osoblja i pacijenata te putem kontaminiranog bolni¢kog okolisa [60,64,69].

Endogena mikrobiota pacijenata se smatra glavnim izvorom $irenja MDR patogena u
bolni¢koj okolini, a podaci iz dostupne literature navode visoku pojavnost kontaminacije ruku
pacijenata nakon otpustanja iz bolnice [60,62,70-72].

Prijenos MDR patogena preko ruku bolni¢kog osoblja je najces¢i nacin Sirenja MDR
patogena u bolnic¢koj sredini iz razloga $to bolnicko osoblje po prirodi posla komunicira i
njeguje veliku koli¢inu pacijenata, a procjenjuje se da je oko tre¢ina bolnic¢kih infekcija
uzrokovana upravo kriznom infekcijom preko ruku bolni¢kog osoblja [70,73,74]. Prijenos
MDR patogena putem kontaminiranih ruku bolnickog osoblja se moze dogoditi izravnim
dodirom zarazenog pacijenta ili neizravno preko dodirivanja pacijentovih izluc¢evina [60,75].
Opisan je i prijenos MDR patogena preko odjece bolnickog osoblja (rukavice, kute, jednokratna
odijela) [69].

1.2.1. Uloga nezivih povrsina u Sirenju viSestruko otpornih mikroorganizama

Bolnicki okolis sudjeluje u prijenosu MDR patogena te je povezan s ukupno ¢etvrtinom
bolni¢kih infekcija [60,62,70,74]. Pod pojmom bolni¢ki okoli§ podrazumijevaju se nezive
povrsine, predmeti i uredaji u zdravstvenoj ustanovi poput kreveta, plahti, uti¢nica, kvaki,
prekidaca, podova, medicinske opreme, uredaja i slicno (Slika 4.). lako se povijesno u
istrazivanjima povezanim s epidemiologijom MDR patogena u bolnickom okoliSu prednost

prijenosa davala izravnom kontaktu pacijenata i osoblja, recentni podaci ukazuju na znacajnu



ulogu bolni¢kog okolisa u prijenosu MDR patogena [57,59,78-83,60,63,64,73-77].

Bolni¢ki okoli§ predstavlja svojevrstan rezervoar MDR patogena koji u okoli$
dospijevaju izlu¢ivanjem iz zarazenih pacijenata ili bolnickog osoblja i vjerojatnost zaraze
MDR patogenom raste ukoliko se pacijent smjesta u sobu koja je bila prethodno okupirana
pacijentom koloniziranim MDR patogenom [60,73-75,79,84].

Kriti¢ne tocke u bolnickoj sredini predstavljaju i povrsine koja se ¢esto doticu rukama,
tako da doprinose kao mjesta sekundarne kontaminacije osoblja i pacijenata [18,50,64,82].
Opisana je snazna korelacija izmedu okolisne kontamincije MRSA-om i utvrdenih stopa
bolnic¢kih infekcija [85].

Studije provedene nakon epidemija bolnic¢kih infekcija uzrokovanih A. baumannii u
pedijatrijskim odjelima djece s opeklinama i jedinicama intenzivne skrbi povezuju ulogu
bolni¢kog okolisa s incidencijom zarazenih i pojavom novih slucajeva zaraze [82]. Nadalje,
MDR patogeni su izolirani na raznim plasti¢nim povrSinama unutar bolnicke sredine, kao i na

ventilacijskim oknima.

Slika 4. Predmeti i povrSine koje se ucestalo doticu, prilagodeno [3]

Razina kontaminacije bolni¢kog okoliSa varira ovisno o primarnoj djelatnosti koja se u
prostoru odvija i stupnju rizi¢nosti pacijenata [58], ali ovisi i 0 primarnom mjestu kolonizacije
ili infekcije MDR patogenom. Nadalje, svojstvo dugog prezivljavanja MDR patogena doprinosi

razini kontaminacije.



Primjerice, dostupna istrazivanja navode da A. baumannii moze prezivjeti 33 dana na
plasti¢noj povrsini, a 3 do 5 mjeseci na suhoj nezivoj povrsini [50,64,71]. K. pneumoniae moze
prezivjeti na suhim nezivim povr§inama i do viSe od 30 mjeseci [50,64], dok MRSA moze biti
virulentan i do 10 dana na suhoj povrsini, a prezivjeti od 7 dana do 9 tjedana [50,64,71,86,87].

Naposlijetku, jedna od mozda najvaznijih karakteristika MDR patogena u kontaminaciji
bolnickog okolisa je uspjesno stvaranje biofilma, posebice ako se uzme u obzir ¢injenica da je
potrebno manje od 24 sata da se od inicijalne adhezije MDR patogena na povrsini stvori biofilm
[64].

1.2.2. Uloga zraka u Sirenju visestruko otpornih mikroorganizama

Zrak kao nedvojbeni dio okolisa u bolni¢koj sredini moze izravno i neizravno utjecati
na Sirenje MDR patogena. Mikroorganizmi u zraku se nalaze u obliku krutih Cestica ili kapljica
[88-90] velic¢ine od 5 do 100 um, a u zrak dospijevaju preko zarazene osobe. Krute Cestice
mikroorganizama u zraku naj¢esce nastaju ljustenjem koZe pacijenata ili preko Cestica prasine,
dok kapljice nastaju kasljanjem, kihanjem, pri¢anjem, povra¢anjem, uporabom toaleta, tuSeva
i standardnih medicinskih pregleda [88,90].

Ispustanjem cestica ili kapljica MDR patogena u zrak na udaljenosti i ¢ak do 3 m od
izvora dolazi do njihove disperzije u zraku (Slika 5.) [91]. Jednom disperzirane Cestice ili
kapljice u zraku se isusuju te ovisno o veli¢ini ostaju trajno disperzirane u zraku ili padaju na
nezive povrsine. Kapljice disperzirane u zraku se strujanjem zraka (prirodnim ili mehanickim)
kao i kretanjem osoblja, pacijenata, uredaja, opreme mogu lako prenijeti u udaljenje dijelove
bolnice [91]. Osim toga, kapljice disperzirane u zraku se mogu prenositi putem odjece i obuce
osoblja [92].

Kontaminacija zraka kao medija za Sirenje MDR patogena ovisi o nekoliko ¢imbenika
poput koli¢ine mikroorganizama ispustenog u zrak, fizikalno — kemijskim uvjetima u prostoru
(prosjecna vlaga zraka, temperatura, ultraljubicasto zracenje (eng., ultra violet, UV), prisustvo
atmosferskih onecis¢ivaca), ventilaciji prostora, okupiranosti prostora pacijentima i osobljem,
ucestalosti ulazaka u prostor [88]. lako se 0 izravnom utjecaju zraka kao medija za Sirenje
bolnickih infekcija jo§ uvijek debatira, podaci iz dostupne literature navode da je Sirenje zrakom
potencijalno uzrok oko 10-20% svih endemskih bolni¢kih infekcija [61,90], odnosno da je u
1/3 svih bolnickih infekcija zrak kao medij sudjelovao u nekoj razini Sirenja izmedu izvora
zaraze i domacina [90,93].

Osim toga, postoje dokazi izravne povezanosti kontaminacije zraka MDR patogenima



poput MRSA, A. baumannii i K. pneumoniae [83,89,92,94,95].
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Slika 5. Prikaz prijenosa kapljica zrakom obzirom na veli¢inu, prilagodeno [96]

Studije provedene u bolnickom okolisu povezuju kontaminaciju zraka pojedinim MDR
patogenima nakon spremanja bolesni¢kih kreveta te posljediéni depozit bakterije na nezive
bolni¢ke povrsine, kao i kontaminaciju zraka nakon zauzetosti sobe koloniziranim pacijentom
[91,92,95]. Razina kontaminacije zraka moze ovisiti i o primarnom izvoru kolonizacije ili

zaraze osobe [95].

1.3. Uloga biofilma u Kkontaminaciji neZivih povrSina viSestruko otpornim

mikroorganizmima

1.3.1. Biofilm

Povijesno gledano, otkri¢e biofilma se moZe pripisati nizozemskom znanstveniku
Antony Van Leeuwenhoek-u Kkoji je prvi opisao strukture slicne modernom pojmu biofilma
[97]. Heukelekian i Heller su opisali stanje morskih mikroorganizama poznato pod nazivom
“ucinak boce”, tj. uocili su da mikroorganizmi bolje prezivljavaju i rastu pri¢vrSéeni za
povrsinu. Sli¢no opazanje opisao je i Zobell koji je uo¢io da u slobodnom mediju ima manje
mikroorganizama nego na povrSinama [98]. Tek se otkricem i razvojem elektronske

mikroskopije biofilm mogao vizualizirati i opisati. Jones je sa suradnicima prvi opisao biofilm
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na filterima uredaja za procis¢ivanje voda koriste¢i pretraznu elektronsku mikroskopiju i tada
ga definirao kao nakupinu raznih mikroorganizama [98].

Iako danas postoje raznolike definicije biofilma, biofilm se ukratko moze opisati kao
organizirana nakupina mikroorganizama okruzenih izvanstani¢nim polimernim matriksom koji
sami proizvode te ireverzibilno pri¢vr§éena za zivu ili nezivu povrSinu [97-99]. Zajednicke
karakteristike bakterija u biofilmu su dugotrajno prezivljavanje na povrSinama, otpornost na

antibiotike i smanjena osjetljivost i otpornost na dezinfekcijska sredstva [100-103].

1.3.1.1.  Struktura biofilma

Biofilm u najve¢em dijelu sainjavaju stanice mikroorganizama i izvanstani¢na
polimerna tvar (eng., extrcellular polymeric substance, EPS) koju sintetiziraju bakterijske
stanice u biofilmu [38,100].

EPS ima glavnu povezujucu ulogu unutar biofilma i sadrzava oko 50-90% ukupnog
ugljika organskog porijekla u biofilmu [98]. lako sastav polisaharida u EPS varira ovisno o vrsti
mikroorganizama, ve¢inom je sastavljen od egzopolisaharida, proteina 1 nukleinskih kiselina
(ekstracelularna DNK) [100].

Polisaharidi u EPS, ovisno o tome jesu li bakterije Gram-pozitivne ili Gram-negativne
mogu imati neutralna, anionska ili kationska svojstva §to utjee na ¢vrstocu vezivanja unutar
biofilma [104]. EPS takoder sadrzava veliku koli¢inu vode, a mozZe izrazavati hidrofilna i
hidrofobna svojstva.

Velike koli¢ine vode u EPS Stite bakterijske stanice u biofilmu od isusivanja [104]. EPS
ima i ulogu u prikupljanju i distribuciji minerala i nutrijenata iz okolne sredine do bakterijskih

stanica u biofilmu [97].

1.3.1.2. Mehanizam stvaranja biofilma

Stvaranje biofilma kompleksan je dogadaj koji ukljucuje specificnu suradnju izmedu
bakterijskih stanica u biofilmu kroz vrstu medustani¢ne komunikacije nazvanu detekcija
kvoruma [97,100].

Vecina autora se slaze da se proces stvaranja biofilma moze podijeliti u 4 faze: inicijalni
kontakt s povrSinom (adhezija); stvaranje mikro-kolonija (proliferacija); sazrijevanje i stvaranje

specifi¢ne arhitekture biofilma i odvajanje (Slika 6.).
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a) Inicijalni kontakt s povrsinom (adhezija)

Pocetni stadij stvaranja biofilma je inicijalna adhezija bakterijskih stanica na zivu ili
nezivu povrsinu. Bakterijske stanice se na povrSinu pri¢vrste ili uz pomo¢ vlastitih struktura
(fimbrije ili bi¢evi) ili uz pomo¢ Van der Waalsovih sila ili elektrostatskih interakcija. Prilikom
adhezije, fizikalno — kemijske osobine povrsine, poput hidrofobnosti i polarnosti uvelike utjecu

na sposobnost prijanjanja i kasnijeg stvaranja biofilma [97].

b) Stvaranje mikro-kolonija (proliferacija)

Nakon stvaranja stabilnih veza izmedu bakterijskih stanica i povrSine, dolazi do
proliferacije bakterijskih stanica i stvaranja mikro-kolonija. Mladi biofilm se sastoji od velikog
broja mikro-kolonija koje medusobno koordiniraju radi razmjene supstrata, distribucije i
izlu¢ivanja raznih metabolita. Osim toga, bakterijske stanice izlu¢uju izvanstani¢ni polimerni
matriks koji povezuje bakterijske stanice, u¢vrséuje ih i omoguéuje sazrijevanje i izgradnju

specifi¢ne arhitekture biofilma [97,100].

C) Sazrijevanje biofilma i stvaranje specificne arhitekture biofilma
U ovoj fazi dolazi do sazrijevanja biofilma i stvaranja viseslojne trodimenzionalne
strukture ucvrs¢ene EPS-om. Bakterijske stanice u ovoj fazi komuniciraju putem auto

induciranih signala koji olakSavaju detekciju kvoruma [97,100].

d) Otpustanje

Zadnja faza u stvaranju biofilma je otpusStanje bakterijskih stanica te njihov prelazak iz
sesilnog u planktonski oblik. Do otpuStanja dolazi snaznom proizvodnjom primarno
surfaktanata u obliku razli¢itih saharolitickih enzima koji omogucuju otpusStanje
mikroorganizama s povrsine. Detekcija kvoruma kontrolira proizvodnju surfaktanata u ovoj
fazi [100], dok bakterijske stanice reguliraju ekspresiju gena odgovornih za proizvodnju biceva.
Jednom otpusteni planktonski oblici bakterija slobodni su opet se povezati za dostupnu povrsinu
[97].
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Slika 6. Mehanizam i faze u stvaranju biofilma, izvor [105]

1.3.2. Kontaminacija neZivih povrSina biofilmom viSestruko otpornih mikroorganizama

u bolnickom okolisu

Biofilm u bolnickom okoliSu najceSc¢e nalazimo u tri oblika: biofilm povezan s vlaznim
podru¢jima poput tuSeva i umivaonika, biofilm na suhim povr§inama te biofilm na kirurSkim
instrumentima i medicinskim uredajima [101].

Kontaminacija bolnickog okolisa biofilmom, posebice MDR patogena ima veliki
javnozdravstveni znacaj iz razloga Sto se biofilm povezuje s gotovo 65% bolnickih infekcija,
80% kroni¢nih infekcija i 60% ukupnih bakterijskih infekcija u covjeka [99,106]. Posebno je
znacajno otkri¢e biofilma MDR patogena na suhim povrSinama koje se ¢esto doticu i $to je
ukazalo je na vaznost utjecaja nezivog okolisa u Sirenju MDR patogena [99,101,102,106-108].

Osim §to povecavaju rizik zaraze za pacijente i 0soblje, biofilmovi u bolnickom okolisu
predstavljaju i visoko infektivan izvor zaraze zbog velikog broja bakterija koje su nakupljene u
biofilmu [108], a prisutnost biofilma je ponekad detektirana i nakon provedenog temeljitog
¢is¢enja i terminalne dezinfekcije povrsina [74,81,101,102,107].

Navedeno istice vazno svojstva biofilma MDR patogena - mogucnost dugotrajnog
prezivljavanja u nepovoljnom okoli§nim uvjetima bez prisutnosti vode i nutrijenata poput suhih
bolni¢kih povrsina [101,102,109], ali i smanjenu osjetljivost i otpornost na neka postojeca
dezinfekcijska sredstva [19,20,74,81,102,103,110,111].
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Obje osobine biofilma MDR patogena su od iznimne vaznosti u pogledu kontaminacije

bolnickog okolisa MDR patogenima i njihovog Sirenja.

1.3.3. Smanjena osjetljivost i otpornost biofilma viSestruko otpornih mikroorganizama

na dezinfekcijska sredstva

Biofilm MDR patogena pokazuje karakteristike smanjene osjetljivosti ili ¢ak otpornosti
na neke od postojecih dezinfekcijskih sredstava koja se rutinski koriste u dezinfekeiji bolnickih
povrsina [19,20,74,81,102,103,110,111]. Kada se koristi pojam otpornosti biofilma na
dezinfekcijska sredstva, onda otpornost biofilma oznacava otpornost u usporedbi s
planktonskim oblikom bakterije [112,113], iako neki autori navode da je prigodniji pojam
“smanjena osjetljivost” iz razloga $to je otpornost u smislu antimikrobne otpornosti teze
moguca zbog nespecificnog djelovanja dezinficijensa i velikog broja ciljnih mjesta te toksi¢nih
efekata biocida [114-116].

Bakterijska otpornost prema biocidnim aktivnim tvarima u dezinfekcijskim sredstvima
moze biti intrinzi¢na, steCena horizontalnim transferom gena ili mutacijom te otpornost nastala
kao rezultat prilagodbe okolisnim uvjetima [114,115,117]. Primjeri intrinzi¢ne otpornosti
bakterija na dezinficijense su sporulirajuce bakterije Bacillus spp. ili Clostridium spp., Gram-
negativne bakterije ili Mycobacterium spp., zbog kompleksne grade stani¢nog zida
[70,114,116].

Bakterije mogu razviti razne mehanizme poput efluks-pumpi koje mogu izbacivati iz
stanice biocidne aktivne tvari. Takoder mogu posjedovati enzime poput katalaze koja posjeduje
sposobnost razaranja veza u vodikovom peroksidu [114]. Bakterije u biofilmu razvijaju razlicite
strategije smanjene osjetljivosti/otpornosti prema dezinfekcijskim sredstvima ukljucujuéi
otezanu penetraciju dezinfekcijskog sredstva u dublje dijelove biofilma zbog prisutnosti EPS-a
te interakcijom biocidne aktivne tvari s organskom tvari unutar EPS-a $to rezultira smanjenom
ucinkovitom dozom biocida [4,112,117,118].

Biofilm je karakteristiCan i po postojanju tzv. perzistera, male populacije bakterijskih
stanica smanjene metaboli¢ke aktivnosti (0ko 1%) koje ispoljavaju veliku otpornost prema
antibioticima i dezinficijensima [38]. Prisutne u dubljim slojevima ¢esto su izlozene malim
dozama i subletalnim koncentracijama §to posljedicno moze rezultirati razvojem prilagodbe
subletalnim dozama biocida [112].

Prisustvo EPS-a omogucuje i olaksava razmjenu genetskog materijala horizontalnim

transferom putem plazmida, a time i Sirenje gena otpornosti [106]. Osim toga, bakterijske
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stanice u biofilmu razvijaju razne fenotipske prilagodbe rezultiraju¢i povec¢anom otpornosti na
dezinfekcijska sredstva kojima su izlozena [112].

Antimikrobna otpornost MDR patogena je uzro¢no — posljedi¢no dovela do povecane
uporabe dezinficijensa u svrhu prevencije i kontrole $irenja bolni¢kih infekcija. Siroka uporaba
dezinficijensa opravdano izaziva zabrinutost po pitanju razvoja smanjene osjetljivosti i
otpornosti MDR patogena na odredene postojece dezinficijense [119]. Osim toga, zabrinjava i
potencijalna veza izmedu rastuce otpornosti na antibiotike s rastom otpornosti na dezinficijense
[4,19,43,117,120].

Smanjena osjetljivost i otpornost biofilma MDR patogena na postojeca dezinfekcijska
sredstva smanjuje u¢inkovitost ¢is¢enja i dezinfekcije kao preporu¢enih mjera za prevenciju i
kontrolu bolnickih infekcija [102] te doprinosi kontaminaciji nezivih bolni¢kih povr$ina,

bolni¢kog osoblja i pacijenata [8,102].

1.4.  Dezinfekcija bolni¢kog okoliSa kao mjera prevencije i kontrole Sirenja viSestruko

otpornih mikroorganizama

Odrzavanje visoke razine osobne higijene bolnickog osoblja i higijene bolnickog
okoliSa nuzno je za sprjecavanje kontaminacije i Sirenja MDR patogena u bolni¢kim sredinama
[78,121]. Temeljem navedenog, u¢inkovito odrzavanje bolni¢ke higijene jedna je od vaznih
mjera za prevenciju i kontrolu bolnickih infekcija.

Pod pojmom higijene podrazumijeva se niz postupaka koji se provode s krajnjim ciljem
promicanja, ocuvanja i unapredenja zdravlja kako pojedinca tako i uZe/Sire drustvene zajednice
[122]. Bolnicka higijena se odnosi na uzi pojam povezan s higijenskim postupcima iskljucivo
sa zdravstvenim sustavima 1 ubraja Siroki niz svakodnevnih 1 ciljanih aktivnosti
dekontaminacije [122].

Dekontaminacija je pojam kojih obuhvaca sve postupke za postizanje higijene i
ukljucuje ¢iS¢enje, dezinfekciju 1 sterilizaciju s ciljem postizanja sigurnih predmeta i povrSina
za daljnje koristenje [3,122].

U praksi, bolnicka higijena se provodi na temelju pisanih smjernica koje najcesce za
drzave donose vlastita nadleZna tijela u suradnji sa stru¢njacima iz podrucja bolni¢kih infekcija,
klini¢kih mikrobiologa i predstavnika industrije [123-125]. Pisane smjernice sluze kao polazna
tocka s jasno propisanom metodologijom, standardnim operativnim procedurama koje se
primjenjuju, zaduzenjima osoblja, procijenjenim rizicima i sli¢no [122,124,126,127].

Primjena odredenog postupka dekontaminacije za postizanje u¢inkovite razine higijene
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ovisi o nekoliko ¢imbenika: vrsti povrSine/predmeta koja se Cisti obzirom na rizik (visoki,
srednji, niski 1 minimalni rizik) i fizikalno — kemijske karakteristike (vrsta materijala,
poroznost, hrapavost, eventualno prisutna oSteCenja), funkcionalnoj jedinici/podrucju,
klinickom riziku, ucestalosti mijene pacijenata te koli¢ini ljudi koje borave u odredenom
prostoru [82,122,128].

Predmeti visokog rizika (kriti¢ni predmeti po Spaulding klasifikaciji) podrazumijevaju
sve predmete koji se uvode u sterilne prostore i po svojoj namjeni moraju biti sterilni jer dolaze
u kontakt s oSte¢enom kozom ili sluznicom (kateteri, implantati, kirurski instrumenti)
[114,128].

Predmeti srednjeg rizika obuhvacaju predmete koji po svojoj namjeni dolaze u kontakt
s neoSte¢enom kozom i sluznicom i ne trebaju biti sterilni, samo je nuzno odsustvo vegetativnih
oblika mikroorganizama (endoskopi, oprema za anesteziju i sli¢no), pa je preporuc¢ena metoda
dekontaminacije dezinfekcija [114].

Niski i minimalni rizik (nekriti¢ni predmeti po Spaulding klasifikaciji) obuhvaca
predmete koji dolaze u doticaj s neoSteCenom kozom, kao i predmete u neposrednoj okolini
pacijenta, stoga je u vecini slucajeva preporuc¢ena i dovoljna metoda dekontaminacije ¢iS¢enje
i susenje, osim u slu¢ajevima infekcije i kolonizacije patogenom [114,122,128].

Osim predmeta, povrSine se takoder mogu klasificirati u kriti¢ne 1 nekriticne. Kriti¢ne
povrsine obuhvacaju one povrSine koje se vrlo Cesto doticu od strane bolnickog osoblja 1
pacijenata, poput telefonskih slusalica, tipkovnica, kvaki, ru¢ki, prekidaca, slavina i sli¢no te
zahtijevaju metode dekontaminacije c¢iS¢enja 1 dezinfekcije, dok nekriticne povrSine
obuhvacaju povrSine poput podova, hodnika, prozora, stoliCa, ormara i slicno gdje je
preporuc¢ena metoda dekontaminacije ¢is¢enje [82,122,128].

Funkcionalna podrucja ¢iS¢enja obuhvacaju 4 razine rizika obzirom na nastanak i Sirenje

bolnic¢kih infekcija (vrlo visoki, visoki, sredn;ji 1 niski rizik).

1.4.1. CiS¢enje kao metoda odriavanja higijene bolnickog okolisa

Ciséenje je uobicajeni postupak koji se provodi radi uklanjanja vidljive neéistoce s
povrsina (organsko oneciScenje, praSina, kemijske tvari, mikroorganizmi) uporabom vode i
sredstva za CiSéenje [128,129]. Ciscenje naje$ce ukljuéuje ruéno i mehani¢ko uklanjanje
necistoca uporabom odredenih pomagala (krpe, spuzve, maramice, metle, usisiva¢ i kante).
Sredstva za ciS¢enje podrazumijevaju tekuée sapune, enzimatska sredstva za ciScenje i

deterdzente. Prednost pri uporabi imaju neutralni deterdZenti (pH izmedu 6 i 8) koji se lako
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otapaju u toploj i hladnoj vodi [127].

Ciséenje toplom vodom i deterd?entom u praksi uklanja oko 80% ukupnog broja
mikroorganizama s povriina [82,128]. Cis¢enje povrsina i predmeta se provodi prema rutinski
utvrdenom rasporedu, a sukladno dostupnim smjernicama. Kod mehanickog ¢is¢enja prostora
vrlo je vazno voditi ra¢una o nacdinu ciS¢enja kako bi ¢is¢enje bilo ucinkovito i kako bi se
¢iS¢enjem sprijeCila dodatna kontaminacija prostora patogenima [82]. Primjerice, voda koja
sluzi za CiS€enje 1 razrjedivanje deterdzenta se treba ucestalo mijenjati, a pomocna sredstva za
¢iS¢enje, posebice ako su visekratna (krpe, metle, brisac¢i) redovito dekontaminirati jer mogu
posluziti kao rezervoar patogena i izazvati Sirenje kontaminacije [82].

Nadalje, preporuka kod ¢isc¢enja je da se provodi od vrha prema dnu i od ¢istog prema
necistom, kako bi se minimalizirala moguénost $irenja kontaminacije [130]. Ravne i $iroke
povrsine bi se trebale Cistiti imitiraju¢i oblik pisanja slova “S” [130].

Ciséenje kao metoda dekontaminacije uvijek prethodi dezinfekciji kako bi se uklonila
necisto¢a i organska tvar s povrsina zbog potencijalne interakcije biocidne aktivne tvari iz
dezinficijensa s organskom tvari, §to dovodi do smanjenja ucinkovitosti antimikrobnog uc¢inka

dezinficijensa [82,128].

1.4.2. Dezinfekcija kao metoda odriavanja higijene bolnickog okolisa

Dezinfekcija podrazumijeva metodu dekontaminacije kojom se selektivno uklanjaju
mikroorganizmi s povrSina, predmeta, opreme, sluznice i koze pacijenata i bolnickog osoblja
[128].

Obzirom na kontaminaciju i $irenje patogenih mikroorganizama te opseg i ucestalost

bolnic¢kih infekcija, razlikuju se sljedece vrste dezinfekcije:

a) Rutinska (profilakticka) dezinfekcija

Svrha rutinske dezinfekcije je sprjeCavanje Sirenja patogena tijekom zdravstvene njege
1 lijeCenja, a provodi se svakodnevno prema utvrdenim protokolima 1 procedurama. Obuhvaca
¢iS¢enje 1 dezinfekciju prostora u neposrednoj blizini pacijenta, a za koje se moze pretpostaviti

da su kontaminirane patogenima [122,131].

b) Ciljna dezinfekcija

Ciljna dezinfekcija se provodi u tijeku trajanja zarazne bolesti, izolacijom patogenog
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sprijeciti Sirenje uzro¢nika [122,131].

C) Zavrsna (terminalna) dezinfekcija
ZavrS$na dezinfekcija se primjenjuje u sluCajevima dokazane kolonizacije/zaraze
pacijenta patogenom, a obuhvaca sve povrSine 1 predmete u blizini pacijenata za koje je

ocekivati da bi mogle biti kontaminirane patogenom [82,122,131].

Dezinfekcija se u bolni¢kom okolisu provodi mehanic¢kim, fizikalnim i kemijskim putem.

a) Mehanicka dezinfekcija

Mehanicka dezinfekcija obuhvaca postupke mehanickog ¢is¢enja, ventilacije i filtracije.
Mehanicko ¢iS¢enje ukljuCuje postupke struganja, metenja i pranja. Ventilacija prostora sluzi
smanjenju broja mikroorganizama disperziranih u zraku u obliku Cestica ili kapljica 1 provodi
se prirodnim putem ili mehanicki. Filtracija se provodi uporabom zrac¢nih filtera koji smanjuju
kontaminaciju i §irenje mikroogranizama iz zraka. Mehanicka dezinfekcija u pravilu dovodi do
relativno manjeg smanjenja broja mikroorganizama s povrsina, a provodi se kao dopunska

metoda fizikalnoj ili kemijskoj dezinfekciji [131].

b) Fizikalna dezinfekcija

Fizikalna dezinfekcija podrazumijevaju uporabu zracenja ili topline za smanjenje broja
mikroorganizama na povr$inama ili disperziranih u zraku. Cesta fizikalna metoda dezinfekcije
jeuporaba UV zracenja. Za postizanje optimalnog antimikrobnog ucinka koristi se UVB 1 UVC
u podrucju spektra valne duljine izmedu 220 i 315 nm. Naj¢es¢a metoda fizikalne dezinfekcije
je uporaba topline iznad temperature od 60 °C. Najces¢e koriStene metode uporabe topline

podrazumijevaju iskuhavanje, pasterizaciju, kuhanje i dezinfekciju vodenom parom [131].

C) Kemijska dezinfekcija

Najcesce koristena metoda dezinfekcije u bolni¢koj sredini je kemijska dezinfekcija.
Kemijska dezinfekcija obuhvaca uporabu kemijskih tvari i smjesa (biocidnih proizvoda) za
smanjenje broja mikroorganizama s povrsina, predmeta, uredaja ili koze bolni¢kog osoblja i
pacijenata [61,128].

Biocidni proizvodi koji se koriste u dezinfekciji mogu biti razvrstani u dvije kategorije:
kategorija 1 koja obuhvaca antiseptike 1 dezinfekcijska sredstva koja se koriste na neoSte¢enoj

kozi te kategoriju 2 koja se koristi za dezinfekciju povrsina [113,132]. Obje vrste moraju biti
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registrirane sukladno vazeéim propisima harmoniziranog europskog zakonodavstva [133].

Najc¢es¢e vrste koriStenih dezinfekcijskih sredstava za dezinfekciju povrSina u
bolni¢kom okoliSu su kvarterni amonijevi spojevi, alkoholi (etilni alkohol 70% i izopropilni
alkohol), aldehidi (formaldehid, glutaraldehid, paraformaldehid, orto-ftalaldehid (OPA) i dr.),
klorni preparati, fenolni preparati, oksidansi (vodikov peroksid, peroctena kiselina) [128].

Navedeni dezinficijensi se vrlo Cesto koriste i u kombinaciji radi postizanja aditivnog ili
sinergistickog uc€inka, uglavnom imaju to¢no odredenu namjenu obzirom na svojstva te Se
moraju koristiti sukladno uputama proizvodaca [128].

Izbor dezinfekcijskog sredstva u dekontaminaciji bolni¢kog okolisa ovisi o razini
dezinfekcije koja se zeli posti¢i ovisno o funkcionalnoj jedinici prostora ili vrsti rizika
povrsine/predmeta (kriti¢ni i ne kritiéni predmeti) [128]. Niska razina dezinfekcije se provodi
na predmetima, uredajima, povrsinama koji nisu kriti¢ni, ali dolaze u kontakt s kozom i ¢esto
se dijele izmedu osoblja ili se doticu. Ova vrsta dezinfekcije uniStava vecinu vegetativnih oblika
osim Mycobacterium tuberculosis i nekih vrsta gljiva. Uobiéajeni izbor sredstava za nisku
razinu dezinfekcije je uporaba niskih koncentracija klornih preparata, kvarterni amonijevi
spojevi, niske koncentracije vodikovog peroksida, fenolni dezinficijensi i 70% etilni alkohol
[113].

Srednja razina dezinfekcije provodi se na povr§inama, predmetima i uredajima kada je
potrebno unistenje svih vegetativnih oblika mikroorganizama, ukljucujuci i gljive. Provodi se
uporabom dezinficijenasa poput etilnog alkohola, izopropanola, vise koncentracije klornih
preparata i vodikovog peroksida. Ova vrsta dezinfekcije uklanja M. tuberculosis.

Visoka razina dezinfekcije se provodi na predmetima, povrSinama, uredajima koji mogu
do¢i u kontakt s oSte¢enom kozom ili sluznicom. Visokom razinom dezinfekcije unistavaju se
sve vegetativne vrste mikroorganizama, ukljucujuéi gljive i viruse, medutim ne uniStavaju se
bakterijske spore, koje se uniStavaju tek kod produzenog djelovanja dezinficijensa
Podrazumijeva koriStenje glutaraldehida, visih koncentracija vodikovog peroksida, hipoklorita,

peraceticnu kiselinu i OPA. Ponekad zahtijeva i koriStenje osobne zastitne opreme [113].

1.4.2.1.  Cimbenici koji utjeu na ucinkovitost kemijske dezinfekcije

Na ucinkovitost kemijske dezinfekcije i odabir optimalnog dezinficijensa utjee niz
¢imbenika koji ukljucuju lokaciju i brojnost patogena u bolnickom okolisu, fizikalno-kemijske
utjecaje okoli$a i intrinzi¢ne osobine ciljnog patogena [114,128].

Brojnost mikroorganizma na povrSinama utjeCe na ucinkovitost dezinfekcije jer
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povecani broj mikroorganizama zahtjeva duze vrijeme izloZenosti i viSe koncentracije
dezinficijensa kako bi se uklonili [114].

Lokacija takoder moze otezavati postupak dezinfekcije ako se provodi na tesko
dostupnim mjestima, uredajima koji se moraju rastavljati te ako se provodi na uredajima i
predmetima koji nemaju ravne i linearne povrSine pa dezinficijens ne moze prodrijeti do svih
dijelova.

Prigodna koncentracija i biocidni uc¢inak razli¢itih dezinficijenasa vezano za vrijeme
izlozenosti je takoder vazan ¢imbenik u uéinkovitosti dezinfekcije. Nacelno je pravilo da se
povisenjem koncentracije dezinficijensa skraCuje vrijeme izlozenosti, tj. da se brze postize
biocidni u¢inak. Medutim, eksponenti koncentracije variraju ovisno o vrsti biocidne aktivne
tvari [128].

Vrijeme izloZenosti je nadalje vaZzan ¢imbenik ucinkovitosti dezinfekcijskog sredstva.
U praksi, za dezinekciju planktonskih oblika mikroorganizama potrebno je slijediti upute
proizvodaca kako bi se ostvario optimalni biocidni uéinak [128].

Prisutstvo organske ili anorganske tvari na povrSinama takoder smanjuje u¢inkovitost
dezinfekcijskog sredstva iz razloga $to biocidna aktivna tvar moZe reagirati s prisutnom tvari i
na taj nacin smanjiti dostupne koli¢ine biocidne aktivne tvari za djelovanje na patogene, a osim
toga, organska tvar moze posluZiti kao barijera i na taj nacin pruZzati fizicku zastitu od djelovanja
dezinficijensa [128].

Od fizikalno — kemijskih parametara koji utjeCu na ucinkovitost dezinfekcijskog
sredstva isticu se temperatura, vlaznost zraka, pH i tvrdoc¢a vode.

Medu najvaZznije intrinzi¢ne osobine ciljnog patogena koje mogu umanjiti u¢inkovitost
dezinfekcije jesu sposobnost stvaranja biofilma i smanjena osjetljivost/otpornost na biocidne
aktivne tvari i [114,128].

1.4.3. Sterilizacija

Sterilizacija je metoda dekontaminacije kojom se uklanjanju 1 uniStavaju svi oblici
mikroorganizama, ukljucujuci i bakterijske spore. Razlikujemo fizikalne, fizikalno — kemijske
1 kemijske postupke sterilizacije. U bolnickom okolisu, sterilizacija se kao mjera prevencije i
kontrole Sirenja patogenih mikroorganizama provodi na visoko kriti¢énim predmetima i u visoko

kritiénim funkcionalnim jedinicama (kirurske sale) [134].
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1.4.4. Cimbenici koji utie¢u na ucinkovitost postojecih metoda Ciséenja i dezinfekcije u

bolnickom okolisu

Postoje¢e metode kemijske dezinfekcije uvelike doprinose prevenciji i kontroli Sirenja
infekcija, posebice u izvanbolnickoj sredini, medutim u bolni¢kom okolisu prevladava
specificna mjeSavina ¢imbenka koji ucinkovitost postoje¢ih metoda kemijske dezinfekcije
uvelike otezavaju. Mnoge studije ukazuju na Cinjenicu da je unato¢ intenzivnom provodenju
sustavnih mjera ¢is¢enja i dezinfekcije, bolnicki okolis i dalje kontaminiran mikroorganizmima
[70].

Medu dionicima u bolnickim sustavima, napose strucnjacima za prevenciju bolnickih
infekcija postoji konsenzus za poboljsanjem postojeé¢ih metoda ¢iS¢enja i dezinfekcije, cilj koji
nije lako ostvariti imajuci na umu specificnosti bolni¢kog okruzenja [58]

Medu raznim ¢imbenicima koji mogu utjecati na u¢inkovitost dezinfekcije u bolnickom
okruzenju najcesce se istiCe problemi s osobljem, krivo provodenje dezinfekcijskih protokola i
nepropisna uporaba dezinficijensa, toksi¢ni ucinak postoje¢ih kemijskih dezinficijensa na
osoblje i okoli§, kontaminacija tekué¢ih kemijskih dezinficijenasa MDR patogenima, smanjena
osjetljivost i otpornost biofilma MDR patogena stvorenog na bolnickim povrSinama
[59,82,114,128].

a) Problemi s osobljem

Vrlo cest problem koji se istice kada je rije¢ o provedbi ucinkovitih metoda
dekontaminacije bolni¢kog okolisa, posebice ¢iscenja i dezinfekcije je nedostatak osoblja za
provedbu dekontaminacije, posebice osoblja za ¢is¢enje, nedostatak financijskih sredstava za
zaposljavanje dodatnog osoblja, Ceste izmjene djelatnika zaposlenih na poslovima ¢is¢enja i
odrzavanja te nedostatak edukacije osoblja. Osim toga, podjela odgovornosti u provedbi

¢isc¢enja 1 dezinfekcije se pojavljuje kao problem prema dostupnoj literaturi [59,82] .

b) Problemi povezani s dekontaminacijskim protokolima i praksom

Cest uzrok neudinkovitog ¢&iSéenja ili dezinfekcije je uporaba nekompatibilnog
dezinficijensa na odredene materijale, kao 1 primjena neodgovaraju¢eg pomoc¢nog sredstva za
¢is¢enje. Primjerice, neka istrazivanja navode da je ucinkovitost krpa od mikrofibre na
materijalu od kojeg se proizvode okviri kreveta manje u¢inkovita od uporabe vlaznih maramica
[59].

Osoblje zaduzeno za ¢iS¢enje radi prakti¢nosti primjene moze dezinfekcijsko sredstvo
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ukloniti iz originalne ambalaze (u slucaju razrjedivanja) i posljedicno ga moze primjenjivati
protivno primjeni i nafinu uporabe navedenom na naljepnici. Nadalje, dezinfekcijska sredstva
se mogu neadekvatno razrijediti ili primjeniti uz prekratko vrijeme izloZenosti, $to takoder
doprinosi smanjenju ucinkovitosti [59,70,82,128].

Primjena nekompatibilnog dezinficijensa, kao 1 predugacko vrijeme izloZzenosti moze
rezultirati nagrizanjem povrsine, $to dovodi do stvaranja oSte¢enja na povrsini materijala, a Sto
naknadno moze rezultirati kontaminacijom patogenima koje je teze ukloniti s hrapavih povrsina

[77].

C) Toksicki utjecaj na osoblje i okolis

Postoje¢i kemijski dezinficijensi su prema svojoj prirodi opasne kemikalije koje
ispoljavaju toksi¢ni u¢inak na ljude i okolis$ te Stetan u¢inak na materijale na koje se primjenjuju
[70,77]. Toksi¢ni uéinak koji uzrokuju biocidne aktivne tvari u dezinfekcijskim sredstvima
ovisi o vrsti kemikalije, trajanju izlozenosti, koli¢ini kemikalije, ruti izlozenosti. Do akutne
1zloZenosti naj¢esce dolazi prilikom nezgoda s kemikalijom zbog neopreznog rukovanja 1 moze
ukljucivati izloZenost viSim koli¢inama kemikalije, a kroni¢na izoZenost nastaje ponavljanim
izlaganjem nizih koncentracija toksi¢ne kemikalije [128].

Osim opasnosti za ljude, toksi¢ne rezidue dezinficijenasa obi¢no zavr§avaju u otpadnim
vodama, dok se plasti¢ni otpad koji nastaje praznom ambalazom takoder smatra opasim i

potrebno ga je negdje odloZiti.

d) Kontaminacija dezinficijenasa visestruko otpornim mikroorganizmima

Tekuéa dezinfekcijska sredstva mogu biti kontaminirana potencijalnim patogenom,
naj¢eS¢e P. aeruginosa. Dezinfekcijska sredstva se najceS¢e mogu kontaminirati u slucaju
kontaminirane vode kojom se rade potrebna razrjedenja, kontaminiranih spremnika za cuvanje
dezinficijensa ili u slucaju Siroko rasirene kontaminacije okoliSa u kojem se dezinfekcijsko

sredstvo koristi [128].

e) Smanjena osjetljivost i otpornost na postojeca dezinfekcijska sredstva

Smanjena osjetljivost MDR patogena na postojeca dezinfekcijska sredstva u velikoj
mjeri otezava ucinkovitu dezinfekciju postoje¢im kemijskim sredstvima te zahtijeva nove
pristupe u metodama dezinfekcije kako bi se taj fenomen rijesio, a u najvecoj je mjeri povezana

sa stvaranjem biofilma [102].
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f) Stvaranje bioflma

Strategije za uklanjanje biofilma s nezivih bolni¢kih povrSina =zahtijevaju
multidisciplinarni pristup i obuhvac¢aju metode koje izazivaju prvotni stres u stanicama biofilma
Sto ga €ini podloznijim djelovanju biocidne aktivne tvari u dezinfekcijskom sredstvu.

Nadalje, prisustvo perzistera u biofilmu omogucuje ponovni rast i stvaranje biofilma,
stoga je potrebno onemoguciti njegovo ponovno stvaranje [106]. Takav multidisciplinarni
pristup ukljucuje protokole ¢is¢enja koji bi mehanicki uklonili povrsinski sloj biofilma koristeci

deterdzente i kelirajuce tvari te naknadno koristenje dezinficijensa [59].

1.5.  Alternativne metode dezinfekcije i dekontaminacije bolnickog okolisa

Kontaminacija nezivih povrsina bolni¢kog okolisa biofilmom veliki je izazov iz aspekta
prevencije i kontrole bolnic¢kih infekcija, posebice zbog osobina koje mikroorganizmi u biofimu
ispoljavaju [64,135]. Osim toga, postojeca dezinfekcijska sredstva koja se Kkoriste za
dezinfekciju u bolni¢kim sredinama su opasne kemikalije, toksi¢ne za ljude i za okolis.

Nadalje, kraj 20. 1 pocetak 21. stolje¢a globalno obiljezava i borba protiv klimatskih
promjena koje zahtijevaju poduzimanje odredenih koraka kako bi se smanjile emisije Stetnih
antropogenih utjecaja na okoliS. U to se moZe ubrojiti 1 odrZivi pristup koriStenju opasnih
kemikalija koje ispuStanjem u otpadne vode mogu ispoljavati toksi¢ni u€inak na vodene
organizme, a doprinose i problematici gospodarenja otpadom nastalim od ambalaze.

Europska unija je kao politi¢ka i gospodarska unija 2019. godine donijela iznimno vazan
strateSki dokument naziva Europski zeleni plan koji sadrZava niz prijedloga kako bi klimatska,
energetska, prometna i porezna politika EU-a bila prikladna za smanjenje neto emisija
stakleni¢kih plinova za najmanje 55% do 2030., u usporedbi s razinama iz 1990. Rezultat
potpune primjene Europskog zelenog plana rezultirao bi da Europa do 2050. godine postane
prvi klimatski neutralan kontinent [136].

Jo§ jedan vazan strateski dokument koji je podrzava ciljeve Europskog zelenog plana je
1 usvajanje Strategije odrzivosti Europske unije u podrucju kemikalija za prelazak na netoksicni
okolis. Strategija, kao kljucni dokument isti¢e vaznost odrzivog pristupa koristenju opasnih
kemikalija kako bi se omogucila zelena tranzicija te isti¢e vaznost inovacija u industriji [137].

Jedan od nacina postizanja ciljeva je i promicanje zamjene toksi¢nih kemikalija na
manje toksi¢ne, kao i postupno ukidanje onih s najveéim utjecajem na zdravlje ljudi i stanje
okolisa [137]. Nastavno na navedeno, primjena inovativnih i alternativnih rjeSenja za

ucinkovitu dezinfekciju bolnickog okolisa se moze shvatiti i kao jedan od prioriteta kako bi se
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ispunili ambiciozni ciljevi Strategije i Europskog zelenog plana.

Neke od novih alternativnih metoda za dezinfekciju bolni¢kog okolisa su:

15.1. Nova tekuca dezinfekcijska sredstva

Medu nova tekuca dezinfekcijska sredstva ubrajamo poboljSani vodikov peroksid,
dezinfekcijska sredstva koja sadrzavaju kombinaciju vodikovog peroksida s drugim biocidnim

aktivnim tvarima te elektroliziranu vodu [114].

1.5.1.1. Vodikov peroksid i dezinfekcijska sredstva bazirana na vodikovom peroksidu

Primjena poboljSanog, 0.5% vodikovog peroksida, kao i kombinacije vodikovog
peroksida s peroctenom kiselinom ucinkovita je za dezinfekciju MDR patogena, ¢ak 1 spora
[114,128]. Medu negativne aspekte primjene ovih metoda dezinfekcije je Stetno djelovanje na
materijale, cijena proizvoda, moguci toksi¢ni u¢inak na ljude prilikom akutne izlozenosti i

vrijeme potrebno da se provede u¢inkovita dezinfekcija [114].

1.5.1.2. Elektrolizirana voda

Elektrolizirana voda se proizvodi elektrolizom natrijevog klorida u komori za
elektrolizu koja sadrzi membranu izmedu anode i katode [138]. Glavne prednosti su kratko
vrijeme primjene, netoksi¢nost i moguénost primjene na povrsine blizu pacijenata, medutim
neka istrazivanja provedena na Staphylococcus spp. pokazuju da je nakon primjene mogué

ponovni rast [114].
1.5.2. Antimikrobne povrsine
Antimikrobne povrSine su izradene od raznih materijala tretiranih antimikrobnim

sredstvom koje posljedi¢no unisStava ili inhibira rast mikroorganizama na njima. Prema nac¢inu

djelovanja razlikujemo antiadhezivne povrsine i antimikrobne premaze [82].
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15.2.1. Antiadhezivne povrsine

Svrha antiadhezivnih povrSina je sprjeCavanje bakterijske adhezije na povrSine
premazivanjem povrSine materijala antiadhezivnim sredstvom. Jedan od primjera je premaz
polietilen glikola, ugljika poput dijamanta ili polimera sa zwitterionima koji stvara hidrofilnu
povrsinu te otezava adheziju hidrofobnih povrsSina bakterijske stanice na povrsinu. Nedostatak

ove metode je izostajanje biocidnog uc¢inka na mikroorganizme [82,114].

1.5.2.2.  Antimikrobne povrsine

Antimikrobne povrSine su povrSine premazane antimikrobnim sredstvom, cesto
srebrom ili bakrom. Ioni bakra i srebra se vezu na tiolne skupine bakterijskih enzima i proteina,
inaktiviraju ih $to posljedi¢no dovodi do biocidnog ucinka [82]. Nedostatak ove metode je

moguénost razvoja otpornosti na ione srebra i bakra [82,114].

1.5.3. Bioloska dezinfekcijska sredstva

Bioloska dezinfekcijska sredstva podrazumijevaju koriStenje Zivih organizama i
njihovih metabolita [114] u kontroli kontaminacije bakterijama. Metode koje se spominju u
dostupnoj literaturi su koriStenje bakteriofaga, enzima i bakteriocina. Primjena bakteriofaga
podrazumijeva tretiranje povrSina medijem s bakteriofagima, metoda koja se pokazala
uspje$nom na kateterima [114] i u borbi protiv biofilma.

Nedostatak metode je moguéi razvoj bakterijske otpornosti [82,114] i nedostatak
pravnog okvira za klini¢ku primjenu. Od dezinfekcijskih sredstava sa enzimima, najcesce je
opisano koriStenje enzima s hidrolitickim 1 oksidacijskim djelovanjem (haloperoksidaze,
perhidrolaze) [114], dok je primjena nisina, kao baktericina opisana da uspjesno djeluje na
biofilm MRSA-a [114,139].

1.5.4. Fotosenzibilizatori

Jos jedna od alternativnih metoda dezinfekcije je uporaba fotosenzibilnih molekula na
povrsinama koje pod djelovanjem svjetla stvaraju slobodne radikale [82]. Primjer
fotosenzibilizatora je premazivanje povrSina katalizatorom koji sadrzi titanov dioksid.

Pozitivna strana primjene ove metode je smanjeni negativni uc¢inak na ljude i okolis.
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1.5.5. Automatski sustavi za dekontaminaciju prostora

Pod automatske sustave za dekontaminaciju prostora podrazumijevamo metode
dekontaminacije prostora uporabom biodicne aktivne tvari aplicirane putem automatskog
uredaja, ne ru¢no [60,79,82]. Dostupni podaci navode razne metode automatske
dekontaminacije prostora, medutim naj$esce koristene u praksi su dekontaminacija vodikovim
peroksidom u obliku aerosola ili pare, dezinfekcija UV, vodena para, plazma, i plinoviti ozon.

Obi¢no se koriste za zavrSnu dezinfekciju [60,82]. Pozitivne strane Kkoristenja
automatskih sustava za dekontaminaciju su brzina ciklusa, moguc¢nost dekontaminacije zraka i
povrsina koje se inace tesko Ciste ili do kojih je teSko do¢i, povoljan utjecaj na okoli$ jer njihovo
koriStenje podrazumijeva manje otpada [60].

Dezinfekcija putem automatskih sustava je ucinkovita metoda dekontaminacije,
medutim ne moze zamijeniti rutinsko ¢iS¢enje, koje uvijek mora prethoditi dezinfekciji [82].
Osim toga, negativne strane ove vrste dezinfekcije su toksi¢an utjecaj pojedinih biocidnih
aktivnih tvari na ljude (vodikov peroksid, ozon), zahtijevanje odsustva pacijenata i osoblja iz

prostora.

1.55.1. Parai aerosol vodikovog peroksida (HPV)

Jedna od cesce koristenih automatskih metoda dezinfekcije u bolnickim sredinama je
dezinfekcija parom ili suhim aerosolom vodikovog peroksida [18,77,82]. Dezinfekcija parom
vodikovog peroksida podrazumijeva koristenje topline za stvaranje pare i vodikov peroksid u
koncentracijskom rasponu od 30-35%, dok dezinfekcija suhim aerosolom vodikovog peroksida
koristi ultrazvuéni rasprsivac i koncentracijski raspon vodikovog peroksida od 5-6% .

Vodikov peroksid je snazan oksidans koji djelovanjem na stani¢nu stijenku bakterija
uzrokuje stvaranje slobodnih radikala koji oSte¢uju membrane lipida, DNK i ostale stani¢ne
komponente vazne za prezivljavanje bakterija [77]. Mnoge studije ukazuju na u¢inkovitost pare
ili suhog aerosola protiv MDR patogena, s naglaskom na povecanu uc¢inkovitost sutava Koji
koriste paru vodikovog peroksida (HPV) [18,60,82].

Pozitivne strane koriStenja automatskog sustava za dezinfekciju s vodikovim
peroksidom su uc¢inkovitost na MDR patogene, manje negativni utjecaj na okoli$, izostajanje
toksi¢nih rezidua, kompatibilnost s velikim rasponom materijala, dobra distribucija unutar
prostora [18,60,82].

Medu negativne karakteristike izdvaja se cijena uredaja, vrijeme potrebno za ciklus

26



dezinfekcije, potencijalno toksi¢an utjecaj vodikovog peroksida na ljude, prostor za
dezinfekciju mora biti bez ljudi i osoblja, a osoblje koje provodi dezinfekciju stru¢no

osposobljeno [60,82].

155.2.  UV-C uredaji

Ultraljubi¢asto zracenje, posebice u dijelu spektra 200-270 nm (najée$c¢a valna duljina
254 nm) ispoljava biocidni u¢inak na mikroorganizme djelujuéi na oste¢enje veza izmedu DNK
[82]. U praksi UV-C se najc¢esce koristi za dezinfekciju zraka ili ravnih povrs§ina unutar bolnic¢ke
sredine [77].

lako su dostupna istrazivanja pokazala u¢inkovitost UV-C sustava za dezinfekciju na
bolni¢ke patogene [82], prilikom koriStenja treba voditi brigu o faktorima koji utjecu na
ucéinkovitost ovakvog sustava za dezinfekciju poput pozicije lampe naspram povrsina i opreme
koja se dezinficira, vremenu izlozenosti, potencijalnim fizikalnim preprekama izmedu lampe i

povrsine koja se dezinficira, intenzitetu emitiranog svjetla i strujanju zraka u prostoriji [82].

1.55.3. Vodena para

Dezinfekcija vodenom parom ucinkovita je metoda za uklanjanje Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih mikroorganizama s povrsina [64,82,114]. Medu pozitivne strane ove metode
istiCu se smanjeni negativni utjecaj na okoli§, kratko vrijeme dezinfekcije naspram ruc¢ne
dezinfekcije 1 90% manji utroSak vode, dok negativne strane koriStenja vodene pare mogu biti
inkompatibilnost s elektri¢nim uredajima, rezidualna vlaga koja nastaje nakon procesa, a koja
moze predstavljati sigurnosni rizik za bolni¢ko osoblje 1 pacijente (opasnost od padova),
opasnost od opeklina prilikom nesigurnog rukovanja uredajem te eventualno oStecenje

predmeta prilikom neprikladne uporabe [82,114].

1.6.  Dezinfekcija plinovitim ozonom kao alternativna automatska metoda

Stolje¢ima prije formalnog otkri¢a ozona ljudi su biljezili pojavu neobi¢nog mirisa u
zraku povezanu s atmosferskim elektrostatskim praznjenjem tijekom oluja, dok je prvi opis
neobi¢nog mirisa koji se pojavljivao prilikom rada elektri¢ne naprave opisao Van Marum 1785.,
iako miris nije povezao s otkricem novog plina [140].

Otkri¢e ozona pripisuje se njemacko-Svicarskom znanstveniku Christianu Friedrich
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Schonbeinu, koji je tijekom 1839. godine primijetio oslobadanje neobi¢nog mirisa na anodi
prilikom provodenja eksperimenata s elektrolizom vode.

Detaljnije podatke o kemijskoj strukturi ozona pruzio je Jacques-Louise Soret 1865.
godine te je utvrdio da je ozon zapravo troatomna alotropska modifikacija kisika. Nakon otkri¢a
kemijske strukture ozona nastavlja se niz istrazivanja povezanih s ozonom i konstruiranje prvih
ozonatora, koji se pripisuju Von Siemensu [140].

Od pocetka 19. stolje¢a pa sve do sada uporaba ozona kao snaznog oksidansa se
nasSiroko primjenjuje za dezinfekciju vode za ljudsku potro$nju, obradu otpadnih voda
opterecenih organskim i anorganskim onecis¢enjem, za dezinfekciju povrsina, pribora, opreme
i uredaja u raznim vrstama industrije (prehrambena industrija, tekstilna industrija i akvakultura)
[139,141-144].

Ozon osim biocidnog ucinka ima i jaki deodoracijski ucinak te izbjeljuje materijal, §to
prosiruje vrste industrija u kojima se moze primjenjivati [145,146]. Osim navedenog, 0zon se
kao sredstvo za dekontaminaciju koristi i bolnickim sustavima za dekontaminaciju medicinskih
uredaja [147,148], organski opterecene otpadne vode i bolnica te u terapijske svrhe prilikom
tretmana kroni¢nih rana [149].

Tijekom pandemije SARS-CoV-2 virusa 2021. — 2023. godine pocela se ispitivati i
njegova uloga u dekontaminaciji zraka velikih javnih prostora, kao i dekontaminaciji osobne

zaStitne opreme bolnickog osoblja i zdravstvenih radnika [142,145,150-154].

1.6.1. Ozon - kemijske osobine i toksikoloski profil

Ozon je visoko reaktivan plin snaznog specificnog mirisa, plaviaste boje sa
molekularnom masom 48 g/mol [142] (Tablica 1.). Molekula ozona sastavljena je od 3 atoma
kisika i njegova je alotropska modifikacija. Na sobnoj temperaturi je vrlo nestabilan, ne
akumulira se u prostoru i spontano se nakon odredenog vremena raspada na kisik i hidroksilni
radikal, ne ostavljaju¢i druge komponente raspada [140]. Ima relativnho kratko vrijeme
poluraspada koje iznosi 20-1524 minute u zraku i 10-80 minuta u vodi [142].

Jedan je od najsnaznijih poznatih oksidansa s oksidacijskim potencijalom od 2,07 V,
snazniji od vodikovog peroksida, peroctene kiseline, molekularnog kisika i klora [142]. Zbog
iznimne reaktivnosti 1 snaznog oksidacijskog djelovanja ozon ima izrazeni biocidni ucinak i
ono S$to doprinosi Sirini spektra njegovog biocidnog djelovanja je Cinjenica da se moze
primjenjivati u dva medija — zraku i vodi [142,155].

Snazno reagira s prisutnom organskom i anorganskom tvari prisutnom u zraku ili vodi
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Sto posljedi¢no dovodi i do njegovog toksi¢nog ucinka na ljude i zivotinje.

Toksic¢ni ucinci ozona na ljude ovise o ruti izloZenosti, vremenu izloZenosti 1 primljenoj
dozi. Primarni toksi¢ni u¢inak ozona je na respiratorni sustav gdje ovisno o dozi i nekim
intrinzicnim osobinama izloZene osobe moze uzrokovati iritaciju, smanjenje pluéne funkcije,
pogorSanje simptoma postojecih stanja poput astme [151]. Ozon takoder ima izrazeni
citotoksi¢ni i genotoksi¢ni ucinak [151,156]. Toksi¢ni uéinak ozon ostvaruje djelovanjem na
stani¢éne membrane uz stvaranje reaktivnih Kisikovih vrsti (eng., reactive oxygen species,ROS).
Ozon potice peroksidaciju masnih kiselina u membrani $to dovodi do stvaranja slobodnih
radikala i drugih reaktivnih kisikovih vrsta koje izravno djeluju na stani¢nu membranu dovodeci
do njezina uniStenja ili promjene permeabilnosti. Ozon takoder uzrokuje oksidaciju proteina 1
funkcionalnih grupa poput tiola, alkohola, aldehida [156].

Zbog toksi¢nosti, 0zon je na razini Europske unije pravno reguliran. Prema trenutaéno
vazecoj europskoj legislativi razvrstan je kao opasna tvar s predlozenim rasvrstavanjem
obzirom na utvrdene toksi¢ne ucinke kao oksidirajuéi plin 1 kategorije, nagrizajuce za kozu 1B
kategorije, uzrokuje oSte¢enja oka 1 kategorije, akutna toksi¢nost 1 kategorije, specificna
toksi¢nost za ciljane organe - ponavljano izlaganje 1 kategorije i toksi¢ni u¢inak na vodeni
okolis 1 kategorije [132].

Zbog toksicnog ucinka na ljude 1 pri manjim koncentracijama, izloZenost ozonu na
radnom mjestu je regulirana propisima zastite na radu, a prilikom izloZenosti je potrebno
koriStenje osobne zaStitne opreme. U Republici Hrvatskoj je primjerice sukladno trenutacno
vazecem Pravilniku o zastiti radnika od izloZenosti opasnim kemikalijama na radu, grani¢nim
vrijednostima izloZenosti 1 bioloSkim grani¢nim vrijednostima (“Narodne novine” 91/18)

kratkotrajna grani¢na vrijednost izloZzenosti ozonu 0,2 ppm [157].

Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva ozona, izvor: [142]

Fizikalno-kemijska svojstva ozona

Svojstvo Vrijednost
Molekularna tezina (g/mol) 48
Oksidacijski potencijal (V) 2,07
Vreliste (°C) -111,9 +0,3
Taliste (°C) -192,5 +0,4
Vrijeme poluZzivota — zrak (min) 20 - 1524
Vrijeme poluzivota — voda (min) 10-80
Gustoca plina (kg/m*) na 0 °C i 1 atmosferi 1728
Termalna vodljivost na -183 °C (°C/m) 0,000531
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1.6.2. Stvaranje ozona

Ozon u okolisu nastaje elektrostatskim djelovanjem visoke jakosti na molekule kisika u
zraku ili izravnim djelovanjem UV zracenja [134]. U kontroliranim uvjetima ozon nastaje
putem in-situ generatora ozona koji mogu biti stati¢ni, kao dio veéeg sustava ili mobilni [140].
Kontrolirani proces tehnologije stvaranja ozona se temelji na prolasku struje zraka ili ¢istog
kisika izmedu dvaju elektroda (8-10 kV) razmaknutih < 3,0 mm (jedna elektroda mora
presvucena dielektrikom poput stakla ili keramike) $to dovodi do stvaranja jakog elektri¢nog
polja (korone) [158]. Jako elektri¢no polje dovodi do cijepanja odredenih molekula kisika koje

naknadno reagiraju s preostalim molekularnim kisikom prema sljedec¢oj formuli [158]:

02 + (e, hv, T) —» 20 (02*) 1)
02+0+M —» 03+M )
02*+02 —» 03+0 3)

gdje M oznacava Cesticu plina

Koli¢ina stvorenog ozona varira ovisno o tome da li je stvaran iz zraka ili ¢istog kisika.
U slucaju koristenja zraka kao sirovine za proizvodnju nastaje oko 2 -4% ozona i otprilike 0,01
— 4,0 % dusika, dok koriStenjem cistog kisika rezultira s 10 — 12 % stvorenog ozona uz nesto

manju produkciju dusika [140].

1.6.3. Primjena ozona kao sredstva za dezinfekciju bolni¢kog okolisa

Visoki oksidacijski potencijal, snazno antimikrobno djelovanje, relativno kratko
vrijeme poluraspada, mogucénost primjene u zracnom i vodenom mediju, niska cijena i
povoljniji utjecaj na okoli§ u usporedbi s klasi¢nim teku¢im dezinfekcijskim sredstvima samo
su neki od ¢imbenika koji idu u prilog uvodenju ozona kao sredstva za dekontaminaciju u
bolni¢ckom sustavu [78,159-163].

Ozon se u bolnickom sustavu moZe koristiti za Sve metode dekontaminacije, ukljucujuéi
¢iS¢enje, dezinfekciju i sterilizaciju, ovisno o vrsti materijala na koji se primjenjuje i na
primjenjenu koncentraciju [142,147]. Pojedina istrazivanja ispitivala su i djelovanje ozona kao
sredstva za dezinfekciju ruku bolnickog osoblja [164].

lako postoje brojne studije o primjeni ozona kao sredstva za sterilizaciju opreme, pribora

i uredaja u bolni¢kim sustavima [134,142,147], literatura o primjeni ozona kao sredstva za
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dezinfekciju bolnicke okoline relativno je rijetka.

Pandemija SARS-CoV-2 virusa znatnije je promijenila trend dostupnih istrazivanja
antimikrobnih svojstava ozona kao potencijalnog dezinficijensa bolnickog okoliSa i osobne
zastitne opreme. Dostupna istrazivanja provedena tijekom pandemije potvrdila su u¢inkovitost
ozona protiv SARS-CoV-2 virusa i potvrdila su prakti¢nosti primjene ozoniranja kao metode
dezinfekcije [142,150,151,153].

Dostupna istrazivanja provedena o ucinkovitosti ozona u bolnic¢koj sredini in - situ s MDR
patogenima kao ciljnim organizmima ograni¢ena su na podatke o uspjesnoj dezinfekciji
bolni¢kog rublja ozonom [145,165], uspjesnom rjesavanju prijenosa MRSA kod bolni¢kog
osoblja [166], djelomi¢no uspje$nu dekontaminaciju soba kontaminiranin MRSA-om [167]
uspjesnoj dezinfekciji operacijske sale plinovitom ozonom koncentracije 5 ppm [168] te
uporabu ozona kao zavr$nog dekontaminanta [169].

Osim navedenog, dostupne su brojne studije koje ukazuju na ucinkovitost ozona prema
MDR patogenima provedene in vitro na planktonskim oblicima S. aureus, E. coli, E. faecalis,
K. pneumoniae, P. aeruginosa i A. baumannii [78,159,161,170,171].

Neka istrazivanja navode i u¢inkovitost plinovitog ozona koriStenog u kombinaciji s drugim
dezinfekcijskim sredstvima poput vodikovog peroksida i UV zracenja, gdje je antimikrobni
ucinak na ciljne patogene bio jaci naspram koriStenja samo jednog dezinfekcijskog sredstva
[154,172].

Sva opisana istrazivanja odnose se na dokazivanje antimikrobne ucinkovitosti
plinovitog ozona na planktonske oblike patogena koje ozon uspje$sno i u vrlo niskim
koncentracijama inaktivira, inhibira ili eradicira [77,93,160,173-177]. Ozon ostvaruje biocidni
ucinak i na bakterijske spore [77,162,172,178].

1.6.4. Cimbenici koji utje¢u na uéinkovitost ozona kao dezinfekcijskog sredstva

Da bi biocidni uc¢inak ozona i njegovo antimikrobno djelovanje bili u¢inkoviti, ozon bi
se trebao primjenjivati u optimalnim uvjetima. Niz je ¢imbenika koji utjeCu na antimikrobnu
ucinkovitost ozona, ovisno o vrsti medija u kojemu se ozon primjenjuje (vodeni medij i zrak)
[170]. Nadalje, ¢imbenike mozemo podijeliti ovisno o okoliSnim uvjetima, vrsti ciljnog
materijala te operativnim okolnostima [142].

Okolisni ¢imbenici se razlikuju ovisno o tome da li se ozon primjenjuje u zracnom ili
vodenom mediju. Najvazniji okoli$ni ¢imbenici ozonizacije u zrachom mediju su temperatura,

prosjecna vlaznost zraka, koli¢ina organskog oneciS¢enja u prostoru, prosjecni tlak zraka,
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strujanje zraka u prostoru, prisustvo odredenih polutanata u zraku i koli¢ina svjetlosti (posebice
UV zracenja) (Tablica 2.) [142,179].

U vodenom mediju uc¢inkovitost ozona ¢e ovisiti o pH vode, temperaturi, provodljivosti
i koncentraciji otopljene organske i anorganske tvari. Vrsta materijala je takoder vazan
¢imbenik, posebice njegova poroznost, hidrofilne/hidrofobne karakteristike i koli¢ina prisutnog
organskog oneciS¢enja na samom materijalu te agregatno stanje kontaminacije (vlazna, suha,
bioflm). Prema Rutala i sur. ozon je kompatibilan s ve¢inom materijala koji su dostupni u
bolnickom okolisu poput stakla, keramike, polimernih materijala (polipropilen, polivinil
klorid, polietilen, akril, silika, silikon), nehrdajuceg ¢elika i teflona [61].

Pod operativne okolnosti podrazumijevaju se i same intrinzi¢ne osobine ciljnog
organizma (vrsta i oblik mikroorganizma) te primjenjena koncentracija ozona, vrijeme
izlozenosti, metoda stvaranja ozona, koli¢ina stvorenih kisikovih radikala i penetrabilnost

[142]. Ucinkovitost ozona raste s porastom temperature i relativne vlaznosti zraka, a opada s

rastom pH vrijednosti [171].

Tablica 2. Cimbenici koji utje¢u na uéinkovitost ozona kao dezinfekcijskog sredstva, izvor:

[142]
OKkolisni . o
Vrsta materijala Operativni
¢imbenici
Vrsta
pH Poroznost . ]
mikroorganizma
. ) o Koncentracija
Provodiljivost Mikrobne kontaminacija
ozona

Temperatura

Vlaznost zraka

Tlak
Prisutnost organske

tvari

Suhi ili teku¢i supstrat
Biofilm
Kvasivost

Hifrofilnost/hidrofobnost

Vrijeme izlaganja
Metoda generiranja
ozona
Penetrabilnost
Koncentracija

homogenizacije

1.6.5. Biocidni ucinak ozona

Ozon biocidni u¢inak na mikroorganizme moze ostvarivati izravno i neizravno [141].
Pod izravnim biocidnim ucinkom podrazumijeva se izravna elektrofilna inaktivacija, a
neizravni ucinak podrazumijeva stvaranje niza reaktivnih kisikovih vrsta koje nastaju

spontanim raspadanjem ozona u zraku ili vodi. Ovisno da li 0zon djeluje u vodenom ili zracnom

32



mediju variraju i stvorene reaktivne kisikove vrste koje mogu ukljucivati sljedece radikale:
hidroksilni radikal (OH"), hidroperoksil (HO"2), superoksidni radikal (Oz), O3, vodikov ozonid
(HO3), vodikov peroksid (H202), singlet kisik *O, [140,142,180].

Opce prihvaéeni predlozeni mehanizam djelovanja ozona jest peroksidacija lipida
djelovanjem reaktivnih kisikovih vrsta oksidacijom aminokiselina i peroksidacijom visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina stani¢ne membrane [141,142,156,171,178,180]. Ozon takoder
djeluje na lipoproteine i lipopolisaharide Gram-negativnih bakterija [141,178], a kod Gram-
pozitivnih djeluje i na peptidoglikan u stani¢noj stijenci (Slika 7.) [178].

Suprotno istrazivanjima koja ukazuju na povec¢anu otpornost Gram-negativnih bakterija
prema klasicnim teku¢im kemijskim dezinfekcijskim sredstvima zbog deblje stani¢ne
membrane, dokazana je povecana osjetljivost Gram-negativnih bakterija na djelovanje ozona
naspram Gram-pozitivnih zbog biocidnog ucinka ozona na lipopolisaharid [178].

Oksidacija aminokiselina dovodi do preinake strukture proteina te promjena u stani¢nim
funkcijama (promjena permeabilnosti membrane, curenje stani¢nog sadrzaja, edemi).
Peroksidacijom visestruko nezasi¢enih masnih Kiselina stvaraju se sekundarni produkti poput
aldehida, peroksida i hidroksilnih radikala. Ti produkti su topivi u vodi i mogu prodrijeti u
citosol te uzrokovati daljnju oksidaciju aminokiselina i proteina [156]. Stani¢na liza i
posljedi¢no curenje stani¢nog sadrzaja uz deformacije stanicne membrane Cesto su uoceni
rezultati biodicnog djelovanja ozona na stani¢nu membranu [141,181].

Osim peroksidacije lipida stani¢ne stijenke, ozon ostecuje i nukleinske kiseline, brzo reagira
s nukleotidnim bazama, posebice timinom, uracilom i1 gvaninom prilikom ¢ega se oslobadaju
fosfatni ion i/ili ugljikovodik [141,171]. Ozon uzrokuje oSte¢enje DNK izravno djelovanjem
molekularnog ozona ili putem hidroksilnog radikala ili singlet kisika [182]. Ozon se veze na

sulfhidrilne skupine enzima §to dovodi do poremecaja enzimatske aktivnosti [171].
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djelovanjem ozona
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Slika 7. Biocidni uéinak ozona na biofilm, autorski rad

1.6.5.1. Oksidativni stres uzrokovan ozonom

Djelovanjem ozona sa strukturama staniéne membrane mikroorganizma dolazi do

raspada ozona i stvaranja reaktivnih kisikovih vrsti koje uklju¢uju niz slobodnih radikala od
kojih je najreaktivniji hidroksilni radikal (OH"). Hidroksilni radikal djeluje i kao propagator
daljnjih lancanih reakcija u stanici [141,180]. Hidroksilni radikal reagira neselektivno s
vec¢inom biomolekula te prolazi stani¢nu membranu i ulazi u stanicu gdje nastavlja s lan¢anim
reakcijama [180]. Singlet kisik (*O,) je takoder reaktivn i intermedijer u reakcijama reaktivnih

kisikovih vrsta te vrlo brzo reagira s aminokiselinama, nezasi¢enim lipidima i1 nukleinskim

kiselinama [141,180].
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Reaktivne kisikove vrste specifi¢ne su po njihovoj reaktivnosti s drugim biomolekulama
te izmedu sebe. Medusobnim reagiranjem Stvaraju intermedijere, propagatore daljnjih lan¢anih
reakcija [180]. Stvaranje reaktivnih Kisikovih vrsta i njihova akumulacija unutar stanice
mikroorganizma uzrokuje stanje oksidativnog stresa u kojemu dolazi do oSte¢enja lipida,

proteina, DNK i posljedi¢no stani¢ne smrti [180].

1.6.6. Ozon i biofilm

Podaci o biocinom ucinku plinovitog ozona na biofilm patogena su u literaturi slabo
dostupni.

Veéina dostupnih istrazivanja odnosi na utjecaj ozonirane vode na biofilm MDR
patogena [139,164,183-186] ili se odnosi na biofilm patogena iz hrane [143,187-189] gdje
ukazuje na antimikrobni u¢inak plinovitog ozona na biofilm ciljnih patogena, medutim potpuna

eradikacija u vecini studija izostaje [189-193].

U Tablici 3. je predocen prikaz automatskih metoda dezinfekcije kako na biofilmu, tako

i na planktonskim oblicima mikroorganizama.
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Tablica 3. Prikaz automatskih metoda dezinfekcije s prednostima i nedostacima, autorski rad

TEHNOLOGIJA | PREDNOSTI NEDOSTACI UCINKOVITOST UCINKOVITOST BIOFILM
PLANKTONSKI OBLICI

PLINOVITI - ekoloski prihvatljiv - prostor mora biti bez - Rangel i sur., 2022. [73] - Ibanez — Cervantes i sur., 2022.

OZON - ne ostavlja toksi¢ne rezidue osoblja/pacijenata i potpuno zatvoren | - Epelle i sur., 2022. [152] [190]

- jeftin za uporabu

- odli¢na distribucija po prostoruodli¢na
protorna distribucija

- dobar za dekontaminaciju povrsina koje se
tesko Ciste

- kompatibilan s raznim materijalima u
bolnickoj okolini (keramika, staklo,
nehrdajudéi celik, PVC, PS, PE, silika,
silikon, Teflon

- kratko vrijeme poluraspada

- primjenjiv za sve metode dekontaminacije
(¢is¢enje, dezinfekcija, sterilizacija)

- primjenjiv u zra¢nom i vodenom mediju

- zahtijeva prethodno mehanicko
¢iscéenje

- izrazita reaktivnost s organskom tvari

- Dbolje djeluje pri veéoj vlaznosti zraka

- nekompatibilnost s gumenim
materijalima

- educirano osoblje

- neugodan miris

- toksican za ljude

- Epelle et al., 2022. [170]

- Epelle i sur., 2023. [147]

- Epelle i sur., 2023. [145]

- Moccia i sur., 2020. [150]

- Hoang Tu i sur., 2020. [168]
- Giuliani i sur., 2018. [171]

- Megahead i sur., 2018. [175]
- Martinelli i sur., 2017. [155]
- Doan i sur., 2012. [169]

- Fontes i sur., 2012. [161]

- Moat i sur., 2009. [78]

- Jung Jung i sur., 2008. [172]
- Sharma i sur., 2007. [159]

- de Boer i sur. 2006. [166]

- Aydogan i sur., 2006. [162]
- Liisur., 2003. [160]

- Kowalski i sur., 2003. [93]

- Kowalski i sur., 1998. [174]
- Cardoso 1 sur., 2000. [165]

- Berrington i sur., 1998. [167]

- Panebianco i sur., 2022.[188]

- Panebianco i sur. 2021. [194]

- Haradaisur, 2021. [189]

- Marino i sur., 2018. [143]

- Bochisur, 2015. [192]
Bialoszewski i sur., 2011. [191]
- Huthisur., 2008. [195]

Kovac i sur., 2022. [196]

- Kovacisur., 2022. [197]

- Nicholas i sur., [198]

- Pajak — Zajac i sur., 2023. [199]
- Martinelli i sur., 2017. [155]
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VODIKOV ekoloski prihvatljiv - cijena uredaja - Fernandez i sur. 2020. [114] |-  Tachikawa i sur., 2014. [186]
PEROKSID nema toksi¢nih rezidua - educirano osoblje - Rutala i sur., 2019. [68] - Vankerckhoven i sur., 2011. [201]
(PARAI kompatibilan s raznim materijalima - zahtijeva prethodno mehanicko - Weber i sur., 2016. [60] - Robbins i sur., 2004.[202]
AEROSOL) dobra prostorna distribucija ¢iscenje - Dancer S.J., 2014. [82] - Hassettisur., 1999. [111]
kratko vijeme ciklusa dekontaminacije - toksican za ljude - Abreu i sur., 2013. [64]
primjenjiv za sve metode dekontaminacije | -  prostor mora biti bez - Chmielarczyk et al., 2012.
osoblja/pacijenata i potpuno zatvoren | - Doan i sur., 2012. [169]
- reagira s organskom tvari - Passaretti i sur., 2012. [75]
- Linley i sur., 2012. [200]
- Davies et al., 2011. [77]
- French i sur., 2004. [18]
UV-C ekoloski prihvatljiva - pravocrtno djelovanje UV svjetla - Fernandez i sur., 2020. [114] | -  Sigler Zekanovi¢ i sur., 2022.
ZRACENJE jednostavna metoda za primjenu - nije prigodno za osjencane ili - Rutala i sur., 2019. [68] [203]
relativno jeftini uredaji zakrivljene povrsine - Danceri sur., 2014. [82] - Torkzadeh i sur., 2021. [204]
primjenjiv za dezinfekciju - Abreu i sur, 2013. [64]
- Boyce i sur., 2016. [59]
- Rutala i sur., 2013. [70]
- Davies i sur., 2011. [77]
VODENA PARA jednostavna primjena - nekompatibilnost s elektriénim - Fernandezi sur., 2020. [114] - Hua i sur., 2021. [205]

relativno krace vrijeme dezinfekcije

naspram ru¢ne dezinfekcije

uredajima

- opasnost od opeklina

- Rutala i sur., 2019. [68]
- Dancer i sur., 2014. [82]
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manji ukupni utroSak vode za dezinfekciju
ekoloski prihvatljivo
primjenivo na sve metode

dekontaminacije

ostavlja rezidualnu vlagu po

povrs§inama, opasnost od pada

- Abreu i sur., 2013. [64]
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2. CILJISTRAZIVANJA
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2.1. Hipoteze istraZivanja

Hipoteze istrazivanja jesu:
1. Odabrani patogeni stvoriti ¢e vecu koli¢inu biofilma na polistirenu u odnosu na

keramiku ¢emu ¢e dodatno pogodovati organsko opterecenje

2. Ucinkovitost antimikrobnog u¢inka ozona ovisi o vrsti tretiranog odabranog patogena,

njegovoj sposobnosti stvaranja biofilma i otpornosti na oksidativni stres

3. Primjena odabrane ciljne koncentracija ozona i vremena izloZenosti utvrdene in vitro
pokusima ucinkovito ¢e reducirati broj bakterija u biofilmu in situ, kao i broj bakterija u zraku

1 na povrSinama

2.2.  Ciljevi istraZivanja

1. Odabrati najucestalije MDR patogene iz rutinskog rada OB Dr. Ivo Pedisi¢, Sisak (S.
aureus, K. pneumoniae, A. baumannii) te ispitati njihovu sposobnost stvaranja biofilma na
polistirenu 1 keramici uz razli¢ito organsko opterecenje (Muller Hinton bujon (MHB),
fizioloska otopina + MHB (1:1))

2. Utvrditi povezanost izmedu sposobnosti stvaranja biofilma i fizikalno — kemijskih
karakteristika (hidrofobnost/hidrofilnost i hrapavost nezive povrsine (keramika i polistiren) te
hidrofobnosti/hidrofilnosti povr§ine odabranih patogena

3. Uspostaviti eksperimentalni model za in vitro ispitivanje uc¢inka plinovitog ozona na
biofilmu odabranih standardnih sojeva i klini¢kih izolata na polistirenu i keramici (model
zatvorene kutije) te odrediti ciljnu koncentraciju i vrijeme izlozenosti plinovitom ozonu koje
djeluje na biofilm

4. U bolni¢kom okruzenju in situ ispitati u¢inak plinovitog ozona ciljnom koncentracijom
I vremenom izlaganja na biofilm odabranih patogena na polistirenu i keramici uz popratno
pracenje u€inkovitosti na bakterije u zraku i povr§inama

S. Utvrditi mehanizam djelovanja plinovitog ozona kojim ostvaruje antimikrobni uc¢inak
na biofilm odabranih MDR patogena prac¢enjem morfoloskih promjena na strukturi biofilma,

pojedinacnih bakterijskih stanica te pra¢enjem razine oksidativnog stresa u ispitivanih bakterija
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1.  Materijali

3.1.1. Model zatvorene kutije

Za potrebe provodenja in vitro dijela istrazivanja izraden je model zatvorene kutije.
Dimenzije kutije su bile 50 cm x 50 cm x 50 cm, ukupnog volumena 125 L. Stranice kutije su
izradene od transparentnog polistirena, a podnica i pomi¢ni poklopac od bijelog iverala (Slika
8.). Na poklopcu je izveden ulaz za upuhivanje mjeSavine ozona/kisika (O3/O2) putem

silikonske cijevi promjera 6 mm.

Slika 8. Kutija za provodenje in vitro tretmana plinovitim ozonom, autorski rad

3.1.2. Generator ozona

Za generiranje ozona koristen je mobilni generator ozona model Mozon GPF 8008
(Mozon, Sisak, Republika Hrvatska) doniran za potrebe izvodenja istrazivanja od tvrtke Mozon
d.o.o0., Sisak, Republika Hrvatska (Slika 9.). Uredaj je pri maksimalnom kapacitetu i

optimalnim uvjetima primjene sposoban stvarati 5 g mjesavine O3/O2 po satu.
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Slika 9. Mobilni generator ozona model Mozon GPF 8008, autorski rad
3.1.3. Mjerni instrumenti za pracenje parametara u zatvorenoj kutiji

Koncentracija ozona je kontinuirano pra¢ena mobilnim mjeraCem koncentracije ozona
Keernuo GT901 (Keernuo, Kina), a relativna vlaznost zraka i temperatura zraka uz pomoé

mobilne meteoroloske stanice model Auriol 4-LD5531 (Munchen, Njemacka).
3.1.4. Bakterijski sojevi — model organizmi

Kao model organizmi u istrazivanju su se koristili sljede¢i patogeni Kklasificirani kao
MDR patogeni: Klebsiella pneumoniae 14, 15, 16, 33 i 34, Acinetobacter baumannii 23, 24,
40, 43, 44 i Staphylococcus aureus 2, 4, 6, 27 i 28 pribavljeni tijekom rutinskog rada Opce
bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak, Republika Hrvatska. Osim klini¢kih sojeva u istrazivanju su
koriSteni i sljede¢i referentni bakterijski sojevi: S. aureus ATCC 29213, S. aureus MRSA
ATCC 43300, A. baumannii ATCC BAA1605, A. baumannii ATCC 19606, K. pneumoniae
ATCC 700603 i K. pneumoniae OXA NCTC 13442 pribavljeni iz kolekcije kultura Zavoda za

mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog fakulteta, Sveuciliste u Rijeci.
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3.1.5. Podloge za stvaranje biofilma

Podloge koje su se koristile za stvaranje biofilma su mozai¢ne keramicke plocice
dimenzija 2.5 cm x 2.5 cm koje su sluzile kao model keramic¢ke povrsine (Slika 10.), a
mikrotitarske ploCice sa 12 jazica (Sigma Aldrich, TC treated, TPP® tissue culture plates,
Merck, Njemacka) su se koristile kao model polistirenske povrsine za stvaranje biofilma.

Prije koristenja keramicke plocice su mehanicki ocetkane, oprane deterdzentom te
sterilizirane u suhom sterilizatoru (ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska) na 160 °C

tijekom 1,5 sata.

Slika 10. Keramicke plocice u Petrijevoj zdjelici, autorski rad

3.1.6. Bolni¢ka soba —model za in situ istraZivanje

In situ dio istrazivanja proveden je u bolnickoj sobi za postoperativni oporavak pri
Op¢oj bolnici dr. Ivo Pedisi¢, Josipa Juraja Strossmayera, Sisak, Republika Hrvatska. Soba se
nalazi u prizemlju novog bolnickog krila, dimenzija 4 m x 3 m x 2,7 m, ukupnog volumena
32,4 m®i u trenutku provodenja istrazivanja opremljena stretcher kolicima, stolom, stolicom,
ormarom od iverala, keramickim umivaonikom te telefonom (Slika 11.). Ventilacija u sobi je

osigurana prirodnim putem (prozori) i putem centraliziranog ventilacijskog sustava.
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Slika 11. Soba za postoperativni oporavak Opce bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak, autorski rad

3.2.  Metode

3.2.1. Prikupljanje klinickih MDR patogena

Sojevi MDR patogena koristeni kao model organizmi u ovom istrazivanju prikupljani
su prilikom rutinskog rada Opc¢e bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak u Zavodu za javno zdravstvo
Sisacko-moslavacke zupanije koji vr$i uslugu mikrobioloskog laboratorija i analiza za potrebe
Opce bolnice dr. Ivo Pedisi¢. Prikupljeno je ukupno 40 izolata iz krvi i urina pacijenata koji su
pohranjeni na Felix agaru dostavljeni za potrebe istrazivanja.

Identifikacija patogena utvrdena je pomocu uredaja VITEK 2 (Biomerieux, SAD).
Podaci o identitetu, spolu, mjestu prebivaliSta datumu rodenja i drugi osobni podaci pacijenata
od kojih su sojevi pribavljeni istrazivacu su bili nedostupni. Prije pocetka prikupljanja patogena,

ishodena je suglasnost Opc¢e bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak.
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3.2.2. Antimikrobna karakterizacija prikupljenih klini¢ckih MDR patogena

Svi prikupljeni sojevi MDR sojevi su testirani na osjetljivost na antibiotike primjenom
disk difuzijske metode prema vaze¢im EUCAST standardima u trenutku uzorkovanja, verzija
12.0. Kriterij za daljnji odabir MDR patogena koji su se koristili kao model organizmi u
nastavku istrazivanja bila je prisutnost viSestruke rezistencije na antibiotike, sukladno
postoje¢im standardima (steCena otpornost na najmanje jedan lijek u tri ili vise Klasa
antibiotika) [6]. Svi sojevi su pohranjeni na -80 °C u glicerol bujonu (Kemika, Zagreb,
Hrvatska).

3.2.3. lIspitivanje sposobnosti stvaranja biofilma model organizama na keramici i

polistirenu uz razlicito organsko opterecenje

Za stvaranje biofilma koriSteni su sljede¢i model organizmi: referentni sojevi S. aureus
ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300, A. baumannii ATCC BAA1605, A. baumannii ATCC
19606, K. pneumoniae ATCC 700603 i K. pneumoniae NCTC 13442 i sljedeci klini¢ki sojevi:
K. pneumoniae 14, 15, 16, 33, 34, A. baumannii 23, 24, 40, 431 44 i S. aureus MRSA 2, 4, 6,
27 1 28. Stvaranju biofilma prethodila je priprema keramickih plo¢ica (mehanic¢ko cetkanje,
pranje u deterdZentu i suha sterilizacija) te priprema hranjive podloge. Hranjiva podloga
pripremila se na nacin da se 2% agar dodao u destiliranu vodu, otopio u autoklavu te privremeno
skladistio u vodenoj kupelji (BactoSonik - Bandelin, Berlin, Njemacka) na 50 °C.

Sterilne keramiCke plocice postavile su se u sterilne staklene petrijeve zdjelice te su
zalivene agarom na nacin da je gornja povrsina ploc¢ica ostala neznatno iznad agara. Prekono¢na
bakterijska suspenzija pripremljena je dan prije na na¢in da se mala koli¢ina bakterijske kulture
suspendirala u 5 mL Muller Hinton bujona (MHB) te ostavila na inkubaciji na 37 °C u
inkubatoru (Binder, Njemacka). Potom je prekono¢na bakterijska suspenzija razrijedena u
Muller Hinton bujonu (MHB), ali i u mediju omjera 1:1 MHB: fizioloSka otopina kako bi se
stvorili uvjeti razli¢ite koli¢ine organskog opterecenja, homogenizirana te je izmjerena opticka
gusto¢a pri valnoj duljini od 600 nm na spektrofotometru (Eppendorf, Biophotometer,
model#6131, Hamburg, Njemacka).

Opticka gustoca uzoraka namjeStena je izmedu 0,100 1 0,250, Sto odgovara broju
bakterija od 108CFU/mL. Na kerami¢ke plocice i polistirenske mikrotitarske plo¢ice preneseno
je 10° CFU/mL, koncentracija dobivena naknadnim razrjedenjem inicijalne bakterijske

suspenzije.
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Nakon prijenosa suspenzije na keramiku, uzorci su inkubirani na 25+2 °C uz lagano
mijesanje, 30 — 50 RPM u kupelji (Heidolph Unimax 1010, Njemacka), a polistiren u
inkubatoru (Binder, Njemacka) na 25+2 °C.

Nakon inkubacije odredivan je ukupan broj bakterija u biofilmu na nacin da su se
keramicke plocice sterilnom hvataljkom uklonile iz agara, dva puta isprale fizioloSkom
otopinom te prebacile u Falcon tubu koja je sadrzavala 10 mL sterilne fizioloSke otopine.

Sadrzaj jazica mikrotitarskih polistirenskih plo¢ica je takoder dva puta ispran
fiziolosSkom otopinom. Zatim se pristupilo soniciranju keramickih plocica i polistirenskih
mikrotitarskih plo¢ica u ultrazvuénoj kupelji (BactoSonik - Bandelin, Berlin, Njemacka) 1
minutu na 40 Hz kako bi se potaklo odvajanje biofilma od povrsine. Nakon homogenizacije,
izradena su deseterostruka razrijedenja koja su nasadena na Muller Hinton agar i inkubirana 24
sata na 35+2°C u inkubatoru (Binder, Njemacka). Nakon inkubacije odreden je ukupni broj
bakterija u biofilmu izrazen kao CFU/cm? brojanjem poraslih kolonija (eng. colony forming
units, CFU).

3.2.4. Fizikalno kemijska karakterizacija materijala

3.2.4.1.  Odredivanje hidrofilnosti i hidrofobnosti keramike i polistirena

Klasi¢ne mozaik ploc€ica za kupaonicu (2.5 cm x 2.5 cm) u triplikatu su se Koristile kao
keramicka povrsina, dok su se mikrotiratske plocice sa 12 jazica (Sigma Aldrich, TC treated,
TPP® tissue culture plates, Merck, Njemacka) koristile kao model polistirenske podloge. Na
sterilnim keramickim plo¢icama 1 mikrotitarskim jaZicama odredivano je fizikalno svojstvo
hidrofilnosti i hidrofobnosti povrsine.

Hidrofilnost i hidrofobnost se odredivala uporabom goniometra (Data Physics OCA 20
Instruments GmbH, Njemacka) i mjerenjem kontaktnog kuta koriste¢i metodu sesilne kapljice
volumena 2 um (eng. contact angle measurements, CAM). Svako pojedina¢no mjerenje je

ponavljano 5 puta. Mjerenja su vrSena na temperaturi od 25 °C.

3.2.4.2.  Odredivanje hrapavosti keramike i polistirena

Topologija povrSine keramiCkih ploc¢ica i polistirenskih mikrotitarskih plocica
(hrapavost) se analizirala uporabom mikroskopa atomske sile (eng. atomic force microscopy,
AFM) Dimension Icon koriste¢i ,tapkajuéu metodu (Bruker, Billerica, MA, SAD).
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»Tapkaju¢a“ metoda se koristila za dobivanje skenirane povrsine plo€ica uz koriStenje Bruker
SNL-10 tip D konzole od silicij nitrida sa silicijevim vrhom radijusa vrha od 2 nm. Skeniranje
je provedeno s dimenzijama 2 i 5 um? sa 512 skenirajucih linija. Svaka linija je imala 512
toCaka sa kojih su prikupljani podaci za analiziranje. Podaci dobiveni mjerenjem su obradeni
putem korisni¢kog softvera Bruker Nanoscope Analysis kako bi se izvrSila korekcija nagiba i

pramca.

3.2.5. Odredivanje fizikalno — kemijskih svojstava povrSine model organizama

Koristenjem mikrobne adhezije prema otapalima (eng. microbial adhesion to solvents,
MATS) odredivana su fizikalno-kemijska svojstva hidrofobnosti/hidrofilnosti te kiselo-bazna
svojstva povrsine odabranih model organizama (K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus).
KoriStena otapala su: kloroform, heksan 1 dietil eter, svako zasebno. Suspenzija bakterija u NaCl
0,15 mol L priblizno 108 CFU/mL i odabrano otapalo homogenizirano je u vorteksu 2 minute
da se dobije emulzija. Nakon 15 minuta inkubacije, izmjerena je apsorpcija vodene faze na 400
nm. Postotak vezanih stanica za svako pojedinac¢no otapalo izraCunao se putem sljedece
jednadZzbe:

%Adh=1-A0/Al 4)
gdje je A0 absorbancija bakterijske suspenzije prije mijeSanja s otapalom, a A1 abrosbancija

nakon mijeSanja s otapalom.

3.2.6. Uspostava modela za in vitro istraZivanje i odredivanje ciljne koncentracije ozona

Model za in vitro dio istrazivanja se uspostavio na nac¢in da je izradena eksperimentalna
zatvorena kutija koja je sluzila za tretiranje keramickih plocica i1 polistirenskih mikrotitarskih
plocica s biofilmom model organizama radi odredivanja ciljne koncentracije ozona i ciljnog
vremena izloZenosti.

Ciljna koncentracija ozona u uspostavi modela bila je najniza koncentracija koja je
ostvarivala ponovljive rezultate i znacajnu redukciju biofilma — 25 ppm. Cijno vrijeme
izlozenosti utvrdeno je kao najkrace vrijeme izloZenosti koje ostvaruje ponovljive rezultate i
znacajnu redukciju biofilma — 1 sat.

Za odredivanje ciljne koncentracije i1 ciljnog vremena izloZenosti koristili su se
referentni sojevi K. pneumoniae. 24- satni biofilm referentnih sojeva model organizama na

keramici i polistirenu tretiran je razli¢itim koncentracijama ozona (5 ppm, 10 ppm, 15 ppm and
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25 ppm) kroz razli¢ito vrijeme izlaganja (10 minuta, 20 minuta, 30 minuta i 1 sat). Kod svih
pokusa, vlaznost unutar kutije je bila 56% - 58% a temperatura 23 £ 2 °C. Detalji in vitro
tretmana ozonom biofilma model organizama na keramici i polistirenu su objasnjeni u
dijelovima 3.2.7.1 3.2.8.

Nakon $to se prvotno utvrdila ciljna koncentracija ozona (25 ppm) i ciljno vrijeme
izlozenosti (1 sat) pristupilo se in vitro dijelu ispitivanja na svim referentnim i klini¢kim

sojevima model organizama.

3.2.7. Invitro tretman biofilma model organizama na keramici plinovitim ozonom

Prije tretmana ozonom, keramicke plocice s 24-satnim biofilmom (3 plo¢ice po soju/3
ponavljanja) su se isprale s 10 mL sterilne fizioloske otopine te su posusene u digestoru tijekom
1 minute. Potom su se otklopljene petrijeve zdjelice s plo¢icama razmjestile na razli¢ita mjesta
unutar eksperimentalne kutije. Mjera¢ koncentracije ozona, kao i meteoroloska stanica su
takoder smjeStene unutar kutije. Nakon toga, kutija se hermeticki zatvorila i pohranila u komoru
digestora.

Biofilm keramickih plo€ica se tretirao ciljnom koncentracijom ozona (25 ppm) kroz 1
sat izlaganja. Svi tretmani su obavljani pri sobnoj vlaznosti zraka (oko 56%) i sobnoj
temperaturi od 23°C kako bi se postigli prakticni uvjeti primjene.

Nakon tretmana ozonom, keramicke plo€ice su sterilnom pincetom izvadene iz petrijeve
zdjelice, isprane s 10 mL sterilne fizioloSke otopine te su prebacene u Falcon tube koje su
sadrzavale 10 mL sterilne fizioloSke otopine. Tube sa keramickim plo¢icama su potom
sonicirane u ultrazvucnoj kupelji (Bandelin-BactoSonic, Germany) tijekom 1 minute na 40 Hz.

Nakon homogenizacije, izradena su deseterostruka razrijedenja koja su nasadena na MH
agar te inkubirana tijekom 24 - 48 sati na 35 +£2°C u inkubatoru (Binder, Njemacka). Nakon
inkubacije odreden je ukupni broj kultivabilnih bakterija u biofilmu te izrazen kao CFU/cm?.

Sva mjerenja 1 kontrole su radene u triplikatu. Kontrola se osigurala na nacin da su se
prilikom tretmana keramicke plocice s biofilmom model organizama u istim uvjetima drzale u

komori digestora bez tretmana ozonom.

3.2.8. Invitro tretman biofilma model organizama na polistirenu plinovitim ozonom

Prije tretmana s 25 ppm ozona tijekom 1 sat, jazice mikrotitarske ploc¢ice s formiranim

24-satnim biofilmom model organizama (5 jazica po soju/3 ponavljana) su isprane s 200 pL.
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sterilne fizioloSke otopine. Zatim je uklonjena sva preostala tekuca faza, a mikrotiratske ploc¢ice
su posusene u digestoru tijekom 1 minute te izloZzene djelovanju ozona u eksperimentalnoj
kutiji.

Nakon zavrSetka vremena izlaganja, mikrotitarske plocice su izvadene iz kutije, isprane
s 200 puL sterilne fizioloske otopine te sonicirane u ultrazvu¢noj kupelji (Bandelin-BactoSonic,
Germany) 1 min na 40Hz i naposlijetku homogenizirane.

Nakon $to su se izradila deseterostruka razrjedenja, 10 pL suspenzije (6 kapi) se
nasadilo na MH agar i inkubiralo 24 - 48 sati na 352 °C.

Po zavrSetku inkubacije, pristupilo se odredivanju ukupnog broja kultivabilnih bakterija
izrazenih kao CFU/cm?. Sva mjerenja 1 kontrole su radena u triplikatu.

Kontrola se osigurala na nacin da se prilikom tretmana mikrotitarske plocCice s

biofilmom model organizama u istim uvjetima drZala u komori digestora bez tretmana ozonom.

3.2.9. Odredivanje ukupne biomase metodom Kristal violet bojenja

Kao metoda odredivanja ukupne biomase u biofilmu model organizama, tretirani
biofilm na polistirenu, keramici i kontrole su se podvrgnule metodi kristal violet bojenja.

Ozonom tretirane mikrotitarske plocice i kontrolne mikrotitarske plocice (5 jaZica po
soju/3 ponavljanja) s biofilmom model organizama su se dva puta isprale s 10 mL fizioloSke
otopine i osusile.

Nakon toga je u svaku jazicu dodano 0,02% kristal violeta 1 ostavljeno da stoji 10-15
minuta na zraku. Dodana boja se potom isprala dva puta s 10 mL fizioloSke otopine 1 posuSila
na zraku. Za kvantifikaciju biomase se u svaku polistirensku jazicu dodalo 3 mL 30% octene
kiseline te se pristupilo mjerenju na 600 nm na spektrofotometru (Eppendorf, Biophotometer,
model #6131, Njemacka).

Kod keramickih plocica, tretirane plocice 1 kontrole su sterilno uklonjene iz agara s
pincetom, dva puta isprane s fizioloSkom otopinom i stavljene u petrijevu zdjelicu. Nakon toga,
keramicke plocice su fiksirane 30 minuta na 80° C u sterilizatoru na suhi zrak (ST-01/02,
Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska), obojane s 0,1% kristal violetom te ostavljene da stoje
tijekom 30 minuta. Nakon toga, obojane plocice su se isprale s 20 mL sterilne fizioloSke
otopine, tretirale s 95% etanolom tijekom 15 minuta uz intenzivno mijeSanje te se potom
pristupilo mjerenju na spektrofotometru (Eppendorf, Biophotometer, model #6131, Njemacka)

na valnoj duljini od 600 nm.
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3.2.10. Utvrdivanje vijabilnosti model organizama metodom ATP bioluminiscencije

ATP bioluminiscencija se takoder koristila kao dodatna metoda za utvrdivanje vijabilnih
bakterija u biofilmu model organizama. Kod ove metode, mjerena je koli¢ina produciranog
svjetla iz ATP-a putem luminometra 3M Clean-TraceTM (3M, SAD) (Slika 12.), a metoda je
koriStena samo na keramickim plo¢icama.

Cjelokupna povrsina tretiranih keramiCkih plocica i kontrola s biofilmom model
organizama (3 plocice po soju/3 ponavljanja) je prebrisana brisnim Stapicem 3M Clean-
TraceTM Surface ATP Test Swab UXL100 (3M, SAD) koji je prethodno uronjen u reagens
luciferina i luciferaze tijekom 1 minute. Nakon jedne minute inkubacije, brisni $tapi¢ se stavio
u 3M Clean-TraceTM luminometar. O¢itana koli¢ina produciranog svjetla je izrazena u RLU

jedinicama (eng. relative light units,RLU).

Slika 12. Luminometar 3M Clean-TraceTM (lijevo) i keramicka plocica u agaru (desno), autorski rad

3.2.11. Odredivanje vijabilnosti model organizama Dead Live bojenjem

Za odredivanje vijabilnosti model organizama koristen je LIVE/DEAD®BacLightTM
Bacterial Viability Kit solution (Molecular Probes, Eugene, Oregon, SAD) prema naputku
proizvodaca. Nakon tretmana plinovitim ozonom, keramicke ploc€ice i polistiren s formiranim
biofilmom reprezentativnih sojeva model organizama (K. pneumoniae OXA NCTC 13442, A.
baumannii ATCC BAA1605 1 S. aureus MRSA ATCC 43300) (2 uzorka po soju/3 ponavljanja)
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su se pazljivo isprale fizioloSkom otopinom.

Istovremeno je pripremljena radna otopina flourescentnih boja (SYTO-9 i propidium
jodod (PI)) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, SAD) koja je naneSena na povrSine keramike
I polistirena te inkubirana u mraku tijekom 15 minuta. Uzorci su se zatim isprali sterilnom
fizioloskom otopinom radi uklanjanja viska boje.

Fluorescencija iz obojenih stanica promatrana je pomocu Olympusovog konfokalnog
mikroskopa FV300 (Olympus Optical Company, Tokio, Japan) s 40x LCPlanF objektivom.

Maksimumi emisije za boje su odredeni oko 480/500 nm za SYTO® 9 boju 1 490/635 nm
za PI boju. Simultano dvokanalno snimanje koriSteno je za prikaz zelene 1 crvene
fluorescencije.

Dobivene slike pohranjene su u TIFF formatu te dalje obradene pomoc¢u Image] 1.47
(National Institute fo Health, Bethesda, MA, SAD).

Uzoreci i kontrole su radene u triplikatu. Kontrole su osigurane provodenjem identi¢nog

postupka Dead/Live bojenja na netretiranom biofilmu model organizama.

3.2.12. Utvrdivanje morfoloskih promjena u biofilmu model organizama

3.2.12.1. Digitalna mikroskopija

Ozonom tretirani i kontrolni biofilm model organizama (K. pneumoniae OXA NCTC
13442) na kermic¢kim plo¢icama prethodno je tretiran kristal-violetom sukladno protokolu
opisanom u tocki 6. te je podvrgnut digitalnoj mikroskopiji koriStenjem digitalnog mikroskopa
DSX1000 (Olympus, Tokyo, Japan) uz povecanje od 20 puta. Mikroskopiranje je provedeno
na na 3 razli¢ita mjesta (ImmxImm) na povrSini biofilma model organizama. Digitalna
mikroskopija je sluzila za prikaz 2-dimenzionalne i 3-dimenzionalne strukture biofilma

reprezentativnog soja model organizama na analiziranim mjestima.

3.2.12.2. Mikroskopija atomskih sila

Prethodno ozonom tretirane keramicke plocice s biofilmom reprezentativnog soja
model organizma (K. pneumoniae OXA NCTC 13442) su radi odredivanja topologije
povrsine biofilma podvrgnute mikroskopiji atomskih sila. Topologija povrsine keramickih
ploCica se analizirala uz pomo¢ AFM Bruker Dimension Icon koristeci ,,tapkaju¢u® metodu.

,» Lapkaju¢a® metoda se koristila za dobivanje skenirane povrSine keramickih plocica
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uz koristenje Bruker SNL-10 tip D konzole od silicij nitrida sa silicijevim vrhom radijusa vrha
od 2 nm. Dobiveni podaci su se obradili s ciljem dobivanja vrijednosti parametara hrapavosti
povrsine nakon korekcija nagiba 1 pramca koriStenjem vlasnickog softvera Bruker Nanoscope

Analysis.

3.2.12.3. PretraZna elektronska mikroskopija

Za provedbu analize morfoloskih promjena ozonom tretiranog biofilma model
organizama na keramic¢kim plo¢icama Kkoristen je pretrazni elektronski mikroskop model
Quanta 250 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) (Slika 13.). Snimanje
je provedeno na keramickim plo¢icama sa tretiranim biofilmom reprezentativnog soja model
organizma (K. pneumoniae OXA NCTC 13442, A. baumannii ATCC BAA1605 i S. aureus
MRSA ATCC 43300) (2 plo¢ice po soju/3 ponavaljanja) koje su prethodno fiksirane 4%
otopinom glutaraldehida i dehidrirane dvostrukim ispiranjem u puferu i po 20 minuta u otopini
etanola (50 - 100%).

Dobivene slike su detektirane putem Everhart — Thornley detektora u visokom vakumu
(0.0915 Pa) s izvorom elektrona jakosti 5,0 kV, na udaljenosti 10 mm, dok je veli¢ina tocke bila

3,0 nm.
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Slika 13. Pretrazni mikroskop Quanta 250, autorski rad

3.2.12.4. Utvrdivanje oksidativnog stresa

Za odredivanje razine oksidativnog stresa u biofilmu ozonom tretiranih model
organizama kao i u kontrolama mjerena je razina reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Nakon
ispiranja mikrotitarskih plocica s kontrolnim i ozonom tretiranim biofilmom model organizama,
dodano je 2,5 pl 2 mM 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA) otopljenog u
etanolu te je mjeSavina inkubirana na mjesalici (15 rpm) (Heidolph Unimax 1010, Njemacka)
na sobnoj temperaturi u mraku tijekom 1 sata.

Nakon 1 sata inkubacije spektrofotometrijska analiza intenziteta flourescencije mjerena
je na sektrofotometru Fluoromax 3 (Horiba, Japan) (Aexc = 485 nm, Aem = 600 nm). Za
fluorescentnu mikroskopiju 30 pL kulture je stavljeno na stakalce i pokriveno pokrovnim
stakalcem. Stanice su vizualizirane pod fluorescentnim mikroskopom (Olympus IX51, Tokyo,
Japan) koristenjem ekscitacijske valne duljine od 488 nm, a emisija je detektirana u rasponu od
500-600 nm.
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3.2.13. Ispitivanje ucinka na kvalitetu zraka, mikrobiolosku Cistocu i biofilm model

organizama in situ

In situ dio istrazivanja se provodio u sobi za postoperativni tretman pacijenata Opce
bolnice ,,dr. Ivo Pedisi¢*, Sisak. Soba se prije koriStenja mehanicki ocistila 1 hermeticki
zatvorila. Potom se pristupilo odredivanju kvalitete zraka 1 mikrobioloske ¢istoc¢e prostora.

Kvaliteta zraka se odredila uzorkovanjem zraka na tri razlicite lokacije unutar sobe (stol,
prozorska daska, ormar) koriStenjem uredaja za uzorkovanjem MAS-100 Merck (Merck,
Massachusetts1803, SAD) (Slika 14.) prije i poslije tretmana ozonom.

MikrobioloSka Cisto¢a prostora se odredivala uzimanjem uzoraka metodom otiska i
obriska na 5 lokacija u sobi prije i poslije tretmana ozonom (radni stol, ormar, ormar, prozorska
daska, telefonska slusalica).

Uzorci keramickih ploc¢ica (5 plocica po soju na odabranom mjestu u sobi) i
polistirenskih mikrotitarskih plocica (5 plo¢ica po soju na na odabranom mjestu u sobi) s
biofilmom referentnih sojeva model organizama starih 24 sata su postavljene u sobu.

Ozon je stvaran uz pomo¢ mobilnog generatora ozona model Mozon GPF 8008
(Mozon, Sisak, Hrvatska). Biofilmovi referentnih sojeva model organizama na polistirenu i
keramici su izlagani ciljnoj koncentraciji ozona od 25 ppm tijekom 1 sat, pri sobnoj temperaturi
23,3°C i vlaznosti zraka od 52%. Koncentracija 0zona je kontinuirano mjerena putem mobilnog
senzora Keernuo GT901 (Keernuo, Kina), a temperatura i vlaznost zraka preko meteoroloske
postaje model Auriol 4-LD5531 (Auriol, Munchen, Njemacka).

Poslije tretmana ozonom, uzorci zraka na petrijevim zdjelicama 1 plo€ice za otiske su
inkubrani na 35+£2°C u inkubatoru (Binder, Njemacka).

Poslije inkubacije, izbrojane su porasle kolonije te se odredio ukupan broj bakterija
izrazen kao CFU/250L zraka i CFU/cm?. Uzorci biofilma referentnih model organizama na
keramici, polistirenu i pripadajuée kontrole su se nakon tretmana ozonom obradili na nacin
prethodno opisan u tockama 3.2.7. i 3.2.8.

Kontrola je osigurana na nacin da se se prilikom tretmana mikrotitarske plocice i
keramika s biofilmom model organizama u istim uvjetima drzale u susjednoj sobi za pacijente

bez tretmana ozonom. Pokus je ponovljen u triplikatu.
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Slika 14. Uredaj za uzorkovanje zraka MAS Merck (lijevo), soba za postoperativni tretman sa
biofilmom model organizama (sredina) i plocice za odredivanje mikrobioloske ¢istoce prostora
(desno), autorski rad

3.2.14. Eticki aspekti istraZivanja

Istrazivanje je provedeno u skladu sa svim smjernicama glede etickih aspekata.
Prethodno su ishodene sve potrebne suglasnosti i dobivena su pozitivha misljenja Etickog
povjerenstva Opce bolnice ,,dr. Ivo Pedisi¢* iz Siska, gdje se provodio in situ dio istrazivanja i
prikupljali klinicki uzorci MDR patogena. Uzorci su prikupljani tijekom rutinskog rada i
istrazivac niti u jednom trenutku nije imao pristupa osobnim podacima pacijenata. IstraZivanje

je odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.2.15. Statisticka obrada podataka

Kategorijski podaci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Normalnost
raspodjele kontinuiranih varijabli testirana je Shapiro - Wilkovim testom. Kontinuirani podaci
su opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom ili medijanom i granicama
interkvartilnog raspona, u ovisnosti 0 normalnosti raspodjele.

Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirale su se t-testom
(uz iskazanu razliku 1 95% raspon pouzdanosti razlike), a izmedu tri i viSe nezavisnih skupina
analizom varijance (ANOVA) uz Student-Newman-Keuls post hoc test. Razlike u
kontinuiranim varijablama izmedu dva mjerenja testirane su Wilcoxonovim testom (iskazana
razlika i 95% raspon pouzdanosti razlike).

Razina znacajnosti je postavljena na alpha (o) = 0,05. Za statisticku analizu koriSten je
statisticki program MedCalc® Statistical Software version 22.016 (MedCalc Software Ltd,
Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2023) i SPSS (ver.23.0, SPSS Inc., SAD).
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4. REZULTATI
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4.1.  Osjetljivost model organizama na antibiotike

U Tablici 4. prikazana je osjetljivost odabranih sojeva K. pneumoniae na antibiotike.

Svi odabrani sojevi model organizama su otporni na amoksicilin, amoksicilin-
klavulansku kiselinu, zatim na cefalosporinske antibiotike cefuroksim, cefaleksin, ceftazidim,
cefpodoksim te na sulfonamidski antibiotik sulfametoksazol trimetoprim. Pojedinacno, svaki
odabrani soj model organizma K. pneumoniae je otporan na 3 ili vise klasa testiranih antibiotika.

KP 33. Svi sojevi osim soja KP 33 su bili osjetljivi na kolistin.

Tablica 4. Osjetljivost model organizma K. pneumoniae na antibiotike

KPATCC KPNCTC

Izolat KP 14 KP 15 KP 16 KP 33 KP 34 700603 13442
Uzorak Urin Urin Urin Krv Urin Urin Nepoznat
Antibiotik Osjetljivost izolata K. pneumoniae
AMX R R R R R R R
AMX-C R R R R R R R
TZP R R R R R S R
CEX R R R R R R R
CXM R R R R R R R
CRO R R R R R R S
CAZ R R R R R R R
CDP R R R R R R R
CFIX R R R R R R S
CFMP R R R R R R S
IMP R S | R | S S
MEM R | R R R | R
ETP R R R R R S R
GEN R S R R R R S
AMK S S S R S S S
NRFX R R R R R S R
CIX R R R R R | R
SXT R R R R R R R
TC R R R S R R R
COoL S S S R S S S
CcoL
MIC

. S 0.500 0.250 0.500 64.00 0.250 0.500 0.125
microdillution
pg/mL

R — otporan (eng., resistant, R); S — osjetljiv (eng., sensitive, S); | — intermedijarno (eng., intermediate,
I), AMX — amoksicilin, AMX-C — amoksicilin klavulanska kiselina; TZP — piperacili tazobactam;
CEX — cefaleksin; CXM - cerufoksim; CRO — ceftriakson; ceftazidim; CAZ — ceftazidim; CDP —
cefpodoksim; CFIX — cefiksim; CFIMP — cefepim; IMP — imipenem; MEM — meropenem; ETP —

ertapenem; GEN — gentamicin; AMK — amikacin; NRFX — norfloksacim; CIX — ciprofloksacin; SXT
— sulfametoksazol trimetoprim; TC — tigeciklin; COL — kolistin; MIC - mikrorazrjedenje
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U Tablici 5. prikazani su rezultati osjetljivosti odabranih sojeva model organizma A.
baumannii na antibiotike. Svi odabrani sojevi model organizma A. baumannii su pokazali
otpornost na meropenem, gentamicin te na sulfonamidski antibiotik sulfametoksazol-
trimetoprem. Pojedinac¢no, svaki odabrani soj model organizma A. baumannii je otporan na 3
najotporniji soj bio klinicki AB 23.

Tablica 5. Osjetljivost odabranih sojeva model organizma A. baumannii na antibiotike

ABATCC ABATCC

Izolat AB 23 AB 24 AB 40 AB 43 AB 44 1605 19606
Uzorak Asplrgt Urin Urin Urin Urin Sputum Urin
traheje

Antibiotik Osjetljivost izolata A. baumannii

IPM R R R R R R S
MER R R R R R R R
SAM | R S S R R R
GEN R R R R R R R
AMK R R R R R S R
CIP R R R R R R S
STX R R R R R R R
COL R S S S S R S

R — otporan (eng., resistant, R); S — osjetljiv (eng., sensitive, S); | — intermedijarno (eng., intermediate,
I); IPM — imipenem; MER — meropenem; SAM — ampicilin + sulbaktam; GEN — gentamicin; AMK —
amikacin; CIP — ciprokloksacin; STX — sulfametoksazol + trimetoprim; COL - kolistin

U Tablici 6. prikazana je osjetljivost odabranih klinic¢kih i referentnih sojeva model
organizma S. aureus na antibiotike. Svi odabrani klini¢ki sojevi model organizama S. aureus su
bili otporni na peniclin, klindamicin, kloksacilin, azitromicin i klaritromicin. Pojedina¢no, svaki
odabrani klinicki soj model organizma S. aureus je otporan na 3 ili viSe klasa testiranih

referentni SA ATCC 43300. Svi sojevi su bili osjetljivi na vankomicin.
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Tablica 6. Osjetljivost odabranih sojeva model organizma S. aureus na antibiotike

SAATCC SAATCC

Izolat MRSA 2 MRSA 4 MRSA 6 MRSA 27 MRSA 28 29213 43300
Uzorak Obrl_sak Krv Krv Krv Urin Rana
nazofarinksa Nepoznato
Antibiotik Osjetljivost izolata S. aureus
PEN R R R R R S R
CLN R R R R R S R
CLOX R R R R R S R
GEN S S S S S S R
AZM R R R R R S R
CLA R R R R R S R
CIP R R R R | | |
SXT S S S S S S R
LzD S S S S S S R
TC S S S S S S S
VAN S S S S S S S

R — otporan (eng., resistant, R); S — osjetljiv (eng., sensitive, S); | — intermedijarno (eng., intermediate,

I); PEN — penicilin; CLN — klindamicin; CLOX — kloksacilin; GEN — gentamicin; AZM — azitromicin;

CLA — klaritromicin; CIP — ciprofloksacin; SXT — sulfametoksazol + trimetoprim; VAN — vankomicin;
LZD - linezolid; TC — tigeciklin

4.2.  Afinitet prema otapalima model organizama

Afinitet odabranih sojeva K. pneumoniae prema polarnim, apolarnim 1 baznim
otapalima izrazen kao postotak adhezije prikazan je na Slici 15.

Sojevi K. pneumoniae pokazuju relativno malen postotak adhezije prema heksanu u
rasponu od 16,15% (0,11) za KP ATCC 700603 do 19,57% (1,02) za KP OXA NCTC 13442
ukazujuc¢i na hidrofilna svojstva svih sojeva.

Afinitet prema kloroformu varira od 15,07% (2,59) za KP OXA NCTC 13442 do 17,0%
(1,1) za KP ATCC 700603 ukazuju¢i na slaba bazi¢na svojstva odnosno elektron-donorska
svojstva svih sojeva K. pneumoniae.

Postotak adhezije prema dietil eteru u rasponu od 30,21% (5,34) za KP 34 do 32,74%
(1,04) za KP ATCC 700603 ukazuje na relativno slaba kisela (elektron-akceptorska) svojstva
odabranih sojeva K. pneumoniae.

Svi odabrani sojevi K. pneumoniae pokazuju nesto vise kisela (elektron-akceptorska)

svojstva nego bazi¢na (elektron-donorska svojstva).
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Slika 15. Postotak adhezije prema heksanu, kloroformu i dietil eteru za odabrane sojeve K.
pneumoniae. Rezultati prikazani kao aritmetic¢ka sredina uz standardnu devijaciju.

Na Slici 16. prikazan je afinitet odabranih sojeva A. baumannii prema heksanu,
koloroformu i dietil eteru izraZzen kao postotak adhezije. Postotak adhezije prema heksanu za
A. baumannii varira od 13,11% (3,33) za AB 40 do 23,02% (3,61) za AB 24 ukazujuci na
hidrofilna do umjereno hidrofobna svojstva. Raspon postotka adhezije prema kloroformu varira
od 17,8% (1,9) za AB 19606 do 33,52% (8,93) AB 24 pokazujuci slaba bazi¢na (elektron-
donorska) svojstva odabranih sojeva.

Postotak adhezije prema dietil eteru za odabrane sojeve A. baumannii varira izmedu
38,11% (2,15) za AB 24 do 67,09% (2,99) za AB 19606 ukazujuci na umjereno kisela do kisela

(elektron-akceptorska) svojstva.
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Slika 16. Postotak adhezije prema heksanu, kloroformu i dietil eteru za odabrane sojeve A. baumannii.
Rezultati prikazani kao aritmetic¢ka sredina uz standardnu devijaciju.

Odabrani sojevi S. aureus prema postotku adhezije na heksan pokazuju pretezito
umjereno hidrofobna svojstva, osim izuzetaka sojeva MRSA 6, MRSA 27 i MRSA 28 koji
pokazuju hidrofilna svojstva (Slika 17.).

Svi sojevi S. aureusa pokazuju snazan afinitet prema kloroformu s rasponom postotka
adhezije od 89,49% (1,54) za MRSA 27 do 95,64% (1,04) za SA MRSA 43300, ukazujuéi na
snazna bazi¢na (elektron-donorska svojstva).

S druge strane, afinitet prema dietil eteru za sve sojeve S. aureus je iznimno slab (raspon
od 1,45% (0,27) za SA ATCC 29213 do 7,79% (3,53) za MRSA 27) indiciraju¢i slaba kisela
(elektron-akceptorska) svojstva.
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Slika 17. Postotak adhezije prema heksanu, kloroformu i dietil eteru za odabrane sojeve S.
aureus. Rezultati prikazani kao aritmeticka sredina uz standardnu devijaciju.

4.3.  Hidrofobnost, hidrofilnost i hrapavost keramike i polistirena

Hidrofobnost, hidrofilnost i hrapavost kao vazna fizikalno - kemijska svojstva za
adheriranje bakterija na keramicku i polistirensku povrSinu prikazana su u Tablici 7.

Kontaktni kut izmjeren za keramiku iznosi 33,43°(6,62), a za polistiren 3,82°(0,58)
indicirajuéi snazna hidrofilna svojstva obje vrste materijala. Kvadratna sredina (eng. root mean
square, RMS) kao mjera hrapavosti povrSine za keramiku iznosila je 8,41 nm (0,18), a za

polistiren 19,11 nm (1,94) ukazujuéi na glatku povrSinu odabranih materijala.

Tablica 7. Hidrofobnost/hidrofilnost 1 hrapavost keramike i polistirena. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina uz standardnu devijaciju

Aritmeticka sredina (SD)

Hidrofobnost / hidrofilnost (CAM)

Keramika 33,43° (6,62)

Polistiren 3,82°(0,58)
Hrapavost povr§ine RMS

Keramika 8,41 nm (0,18)

Polistiren 19,11 nm (1,94)

CAM - kontaktni kut (eng.,contact angle measurement); RMS — kvadratna sredina (eng., root mean square), SD
— standardna devijacija

63



4.4.  Sposobnost stvaranja biofilma model organizama na keramici i polistirenu uz

razlicito organsko opterecenje

Sposobnost stvaranja biofilma odabranih model organizama (K. pneumoniae, A.
baumannii i S. aureus) ispitivana je na dva razli¢ita materijala (keramika i polistiren) te uz dva
razli¢ita organska opterecenja po svakom odabranom materijalu. Manje organsko opterecenje
je predstavljala suspenzija Muller Hinton bujona (MHB) i fizioloske otopine (FO) u omjeru
1:1, a vece organsko optere¢enje MHB.

Na Slici 18. A i B prikazana je sposobnost stvaranja biofilma odabranih sojeva model
organizma K. pneumoniae na keramici i polistirenu za obje vrste organskog opterecenja.

Koli¢ina stvorenog biofilma varira od 6,03 (0,05) logioCFU/cm? do 9,69 (0,04)
log10CFU/cm?, ovisno o vrsti materijala i organskog opterecenja. K. pneumoniae stvara vise
biofilma pod poveéanim organskim optere¢enjem u svim slucajevim te u 4 od 7 odabranih
sojeva stvara vise biofilma na polistirenu.

Statisti¢ki znacajne razlike (p<0.05) u koli¢ini stvorenog biofilma unutar jednog
bakterijskog soja utvrdene su izmedu svih vrsta materijala i1 organskog opterecenja kod KP
ATCC 700603, KP OXA NCTC 13442, KP 14 i KP 33, dok je kod sojeva KP 15, KP 16 i KP
34 utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu koli¢ina stvorenog biofilma na keramici
nasuprot keramici MHB, keramici nasuprot polistirenu MHB; keramici MHB i polistirena te

polistirena i polistirena MHB.
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Slika 18. Sposobnost stvaranja biofilma model organizma K. pneumoniae na keramici i polistirenu
izrazena kao logi10CFU/cm?2 za manje (A) i veée organsko opterecenje (B). FO oznacava fiziolo§ku
otopinu; MHB oznac¢ava Muller Hinton bujon, * oznacava statisticki znacajnu razliku unutar
bakterijskog soja izmedu svih vrsta materijala i organskog opterec¢enja (ANOVA, Student-Newman-
Keuls post hoc test, p<0,05) a, b, ¢, a“, b*, ¢, A, B, C oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku unutar
bakterijskog soja izmedu pojedinih vrsta materijala i organskog opterecenja

Na Slici 19. A i B prikazana je sposobnost stvaranja biofilma model organizama A.
baumannii za keramiku i polistiren ovisno o dvije vrste organskog optereéenja. Svi odabrani
sojevi A. baumannii stvaraju vecu koli¢inu biofilma uz vece organsko opterecenje naspram
manjem organskom optereéenju i to u rasponu od 10,74 (0,21) logioCFU/cm? za AB 23 do
11,62 log1o0CFU/cm? (0,3) za AB 24 na polistirenu te u rasponu od 8,12 (0,14) logioCFU/cm?
za AB 24 do 9,98 (0,08) za AB 19606 za keramiku.

Kolic¢ina stvorenog biofilma za manje organsko opterecenje iznosila je od 6,41 (0,34)
log10CFU/cm? za AB 44 do 8,38 (0,05) logio0CFU/cm? za AB 19606 za keramiku te 8,17 (0,09)
log10CFU/cm? za AB 40 do 9,16 (0,18) log1oCFU/cm? za AB 44 na polistirenu.

Utvrdene su statisticki znac¢ajne razlike (p<<0.05) u koli¢ini stvorenog biofilma izmedu

obje vrste materijala i organskog optere¢enja za svaki pojedinacni ispitivani soj A. baumannii.
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Slika 19. - Sposobnost stvaranja biofilma na keramici i polistirenu model organizma A4. baumannii
izrazenog kao logioCFU/cm? za manje (A) i vece (B) organsko optere¢enje. FO oznacava fiziolosku
otopinu; MHB oznac¢ava Muller Hinton bujon, * oznacava statisticki znac¢ajnu razliku unutar
bakterijskog soja izmedu vrsta materijala i organskog opterecenja (ANOVA, Student-Newman-Keuls
post hoc test, p<0,05).

Sposobnost stvaranja biofilma za S. aureus je ispitivana iskljucivo uz vece organsko
opterecenje iz razloga $to je sposobnost adhezije i1 stvaranja biofilma iz manjeg organskog
opterecenja tijekom inicijalnih pokusa bila vrlo mala s manje od 2 log10CFU/cm? stvorenog

biofilma.

Na prikazana je sposobnost stvaranja biofilma odabranih sojeva S. aureus na keramici i
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20213 43300
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Slika 20. Sposobnost stvaranja biofilma model organizma S. aureus izrazenog kao logioCFU/cm?,
MHB oznac¢ava Muller Hinton bujon, * oznacava statistiCki znac¢ajnu razliku unutar bakterijskog soja
izmedu vrsta materijala (ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc test, p<0,05).
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Koli¢ina stvorenog biofilma odabranih sojeva S. aureus varirala je od 7,16 (0,09)
logioCFU/cm? za MRSA 6 do 8,97 (0,02) za MRSA 4 na keramici, a od 6,15 (0,16)
log10CFU/cm? za SA MRSA 43300 do 8,87 (0,02) logioCFU/cm? za MRSA 6 na polistirenu.

U ukupno 4 od 7 sojeva (SA ATCC 29213, SA MRSA 43300, MRSA 2 i MRSA 4)
koli¢ina stvorenog biofilma bila je visa na keramici. Postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0.05)
izmedu stvorene koli¢ne biofilma izmedu keramike i polistirena unutar svih pojedinacnih
sojeva S. aureus.

Medusobne razlike izmedu sposobnosti stvaranja biofilma za odabrane model

organizme (K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus) prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Usporedba sposobnosti stvaranja biofilma odabranih model organizama izrazena kao
logioCFU/cm?. Rezultati prikazani kao aritmeti¢ka sredina uz standardnu devijaciju. Statisti¢ki
znacajna razlika izmedu pojedina¢nih model organizama utvrdena testom ANOVA i t-testom za S.
aureus keramika i polistiren, dok su razlike izmedu vrste materijala i organskog opterecenja unutar
jednog soja dodatno utvrdene Student-Newman-Keuls post hoc testom (*).

Aritmeticka sredina (SD) koli¢ine stvorenog biofilma

(logi10CFU/cm?)

Klebsiella Acinetobacter Staphylococcus g
pneumoniae (KP) baumannii (AB) aureus (SA)
Keramika FO-MHB 6,24 (0,20) 7,19 (0,71) - <0,001
Keramika MHB 8,72 (0,19) 8,89 (0,75) 8,00 (0,70) <0,001*
Polistiren FO-MHB 6,84 (0,93) 8,67 (0,41) - <0,001
Polistiren MHB 8,73 (0,57) 11,35 (0,38) 7,58 (0,99) <0,001*

FO — fizioloska otopina, MHB — Muller-Hinton bujon, SD — standardna devijacija

Medusobnom usporedbom svih model organizama (K. pneumoniae, A. baumannii 1 S.
aureus) ovisno o vrsti materijala i organskog opterecenja utvrdena je statisticki znacajna razlika
(»<0.05) u sposobnosti stvaranja biofilma izmedu K. pneumoniae i A. baumannii na keramici i
polistirenu uz manje organsko opterecenje; znacajna razlika u sposobnosti stvaranja biofilma
A. baumannii naspram K. pneumoniae i S. aureus na keramici uz vece organsko opterecenje te
statistiCki znacajna razlika (p<0.05) u koliCini stvorenog biofilma izmedu svih vrsta model

organizama na polistirenu uz vece organsko optereéenje.
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4.5.  Ucinkovitost plinovitog ozona na biofilm model organizma K. pneumoniae

Ucinkovitost plinovitog ozona na biofilm model organizma K. prneumoniae ispitivana
je odredivanjem ukupnog broja kultivabilnih bakterija (CFU/cm?) te dodatnim metodama za
odredivanje ukupne biomase (kristal violet bojenjem) i broja vijabilnih bakterija (ATP

bioluminiscencija).

45.1. Ucinak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih bakterija u biofilmu K.

pneumoniae

Na Slici 21. A 1 B prikazan je uc¢inak plinovitog ozona na biofilm odabranih sojeva K.
pneumoniae na keramici izrazen kao log10CFU/cm? redukcija (log redukcija) za obje koli¢ine
organskog optere¢enja. Log redukcija za sojeve kod manjeg organskog opterecenja iznosila je
od 1,74 (0,3) za KP 14 do 2,59 (0,2) za KP ATCC 700603.

Uocena je manja log redukcija ukupnog broja kultivabilnih bakterija u biofilmu K.
pneumoniae na keramici kod veceg organskog opterecenja u rasponu od 1,01 (0,2) za KP ATCC

700603 do 1,75 (0,3) za KP 16.

A B
3 3
a
ab abe
2.5 2.5
:[ a a a a ab
ab a
- = ab
5 2 :|: ]: :[ :|: I E 2 . :|: ac
S = @
215 =15 ° I I
< % ] I
o 1 - ]
g 2
0.5 0.5
0 0
KP KP KP14 KP15 KP16 KP33 KP34 KP KP KP14 KP1S KP16 KP33 KP34
ATCC OXA ATCC OXA
700603 NCTC 700603 NCTC
13442 13442
FO - MHB MHB

Slika 21. Ucinak plinovitog ozona na biofilm model organizma K. pneumoniae na keramici izraZzen
kao logioCFU/cm? redukcije za manje (A) i vece (B) organsko opterec¢enje. FO oznacava fiziolosku
otopinu; MHB oznacava Muller Hinton bujon, a; b; ¢ - oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu
sojeva (ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc test, p<0,05).

Ovisno o vrsti organskog opterecenja, za biofilm K. pneumoniae na keramici stvoren iz
manjeg organskog opterecenja, utvrdena je statitiCki znacajna razlika (p<0.05) u redukciji

izmedu KP ATCC i ostalih sojeva te izmedu KP OXA NCTC 13442 i KP 14.
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Kod veéeg organskog opterecenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0.05) u
redukciji izmedu KP ATCC i ostalih sojeva, izmedu KP OXA NCTC 13442 i KP 14, KP 15, KP
16 te izmedu KP 16 1 KP 34.

Utjecaj plinovitog ozona na biofilm K. pneumoniae stvoren na polistirenu ovisno o dvije
vrste organskog optrecenja prikazan je na Slici 22 A i B.

Kao i u prethodnom slucaju na keramici, veca log redukcija je uocena kod biofilma K.
pneumoniae stvorenog iz manjeg organskog opterec¢enja (Slika 22. A) gdje je uocena redukcija

varirala od 1,28 (0,2) log za KP 34 do 2,64 (0,4) log za KP ATCC 700603.
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Slika 22. U¢inak plinovitog ozona na biofilm model organizma K. pneumoniae na polistirenu izrazen
kao logioCFU/cm? redukcija za manje (A) i vece (B) organsko opterec¢enje. FO oznacava fiziolosku
otopinu; MHB oznac¢ava Muller Hinton bujon, a, b, ¢, d - oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku
izmedu sojeva (ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc test, p<0,05).

Statisticki znaCajna razlika (p<0.05) u log redukciji biofilma K. pneumoniae kod
manjeg organskog opterecenja, a nakon uporabe plinovitog ozona uocena je izmedu KP ATCC
700603 i KP 14, KP 15, KP 16, KP 33 i KP 34; izmedu KP OXA NCTC 13442 te KP 14 i KP
15; KP 141 KP 15 te izmedu KP 151 KP 16, KP 33 i KP 34.

Kod veceg organskog opterecenja, statisticki znacajna razlika (p<0.05) u log redukciji

biofilma uocena je izmedu KP ATCC 700603 i KP 33 te u slucaju KP 14 i KP 33.
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Tablica 9. Ucinak plinovitog ozona na odabrane sojeve K. pneumoniae ovisno o materijalu i koli¢ini
organskog optereé¢enja. Rezultati prikazuju aritmeticku sredinu log;¢CFU? redukcija uz standardnu
devijaciju. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu pojedinih vrsta materijala i koli¢ini organskog
opterecenja po bakterijskom soju utvrdena testom ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test (*).

Aritmetic¢ka sredina (SD) log10CFU? redukcija

Klebsiella
. Keramika  Keramika MHB Polistiren Polistiren p*
pneumoniae
FO-MHB FO-MHB MHB
KpATCC 2,59(0,2) 1,01 (0,2) 2,64 (0,4) 1,02 (0,1) 0,001 *
b b b b 9 b b 9 < b
700603
KP NCTC
2,18 (0,3) 1,14 (0,2) 2,27 (0,1) 1,20 (0,04) <0,001*
13442 OXA
KP 14 1,74 (0,3) 1,47 (0,2) 1,70 (0,4) 1,03 (0,2) 0,002 *
KP15 1,99 (0,2) 1,46 (0,4) 2,60 (0,4) 1,35(0,2) <0,001*
KP16 1,95(0,3) 1,75 (0,3) 2,00 (0,1) 1,31 (0,3) <0,001*
KP33 1,94 (0,3) 1,57 (0,1) 1,96 (0,2) 1,38 (0,3) <0,001*
KP34 2,03(0,1) 1,35 (0,08) 2,11 (0,2) 1,28 (0,2) <0,001*

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (veée organsko opterecenje), SD- standardna devijacija

Statisticki znacajna razlika izmedu odabranih materijala 1 razli¢ite koli¢ine organskog
opterecenja je prikazana na Tablici 9.

Za sojeve KP ATCC 700603, KP NCTC 13442, KP 33 i KP 34 utvrdena je statisticki
znacajna razlika (p<0.05) u log redukciji izmedu biofilma stvorenog na keramici uz manje 1
vece organsko opterecenje, keramike uz manje organsko opterecenje 1 polistirena uz vece
organsko opterecenje; razlika izmedu keramike uz vece organsko opterecenje i polistirena
(manje opterecenje) te polistirena (manje opterecenje) naspram polistirena uz vece organsko
opterecenje.

StatistiCki znacajna razlika (p<0.05) u log redukciji za sojeve KP 14 1 KP 16 uvrdena je
izmedu polistirena (vece organsko opterecenje) naspram svih ostalih kategorija. Za soj KP 15
utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0.05) izmedu keramike (manje optere¢enje) naspram
svih ostalih kategorija, razlika izmedu keramika (vece opterecenje) naspram polistirena (vece
opterecenje) te razlika izmedu polistirena (manje opterecenje) i polistirena uz vece organsko

opterecenje.
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4.5.2. UCcinak plinovitog ozona na ukupnu biomasu K. pneumoniae

Ucinak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva K. pneumoniae na
keramici ovisno o koli€ini organskog opterecenja prikazan je na Slici 23. A 1 B. Kod manjeg
organskog optere¢enja (Slika 23. A) uocena je redukcija ukupne biomase nakon tretmana
plinovitim ozonom za sve sojeve K. pneumoniae.

Razlika izmedu kontrole 1 tretmana je za sve sojeve statisticki znacajna (p<0.05).
Statisticki znacajna razlika izmedu kontrole 1 tretmana (p<0.05) uocena je 1 kod veceg
organskog opterecenja (Slika 23. B).

Do najvece redukcije ukupne biomase na keramici dolazi kod soja KP 33, dok je
najmanja redukcija ukupne biomase utvrdena za soj KP OXA NCTC 13442 kod manjeg
organskog opterec¢enja. Za vece organsko optere¢enje na keramici, najveca redukcija ukupne
biomase izmjerena je za KP 34, a najmanja za soj KP ATCC 700603. Veca redukcija je uocena

kod sojeva K. pneumoniae iz veceg organskog opterecenja u usporedbi s manjim organskim
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Slika 23. U¢inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva K. pneumoniae na keramici
kod manjeg (A) i veceg (B) organskog opterecenja izraZzen kao aritmeticka sredina apsorbancije na
600 nm uz standardnu devijaciju. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB ozna¢ava Muller Hinton

bujon; * - oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0.05, ANOVA, t-test).

Rezultati kristal violet bojenja biofilma odabranih sojeva K. pneumoniae na polistirenu
uz manje i vece organsko opterecenje prikazani su na Slici 24. A 1 B. Nakon tretmana ozonom
dolazi do statisticki znacajne (p<0.05) redukcije ukupne biomase svih odabranih sojeva K.
pneumoniae kod manjeg i veCeg organskog opterecenja. Najveca redukcija ukupne biomase
kod manjeg organskog opterecenja utvrdena je za soj KP ATCC 700603 te za KP 33 kod veceg

organskog opterec¢enja. Najmanja redukcija ukupne biomase uocena je kod sojeva KP 33 za
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manje organsko optereéenje te za soj KP ATCC 700603 kod veceg organskog opterecenja.

Opcenito, veca redukcija uocena je kod sojeva K. pneumoniae uz vece organsko opterecenje.
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Slika 24. U¢inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva K. pneumoniae na polistirenu
kod manjeg (A) i veceg (B) organskog opterecenja izrazen kao aritmeticka sredina apsorbancije na
600 nm uz standardnu devijaciju. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB ozna¢ava Muller Hinton
bujon; * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0.05, ANOVA, t-test).

Obzirom na postotak inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom za biofilm odabranih
sojeva K. pneumoniae stvoren na keramici uz manje organsko opterecenje, a koriStenjem
metode kristal violet bojenja uocena je statisticki znacajna razlika izmedu soja KP OXA NCTC
13442 naspram sojeva KP ATCC 700603, KP 14, KP 15, KP 16, KP 33, KP 34 te razlika izmedu
soja KP 16 1 KP33 (Tablica 10.).

Kod biofilma odabranih sojeva K. pneumoniae stvorenog na polistirenu iz manjeg
organskog opterecenja statistiCki znaCajna razlika u postotku inhibicije nakon tretmana
plinovitim ozonom uocena je izmedu soja KP ATCC 700603 i KP 15, KP 16, KP 33, KP 34,
zatim izmedu sojeva KP OXA NCTC 13442 i1 KP 15, KP 33, KP 34.

Kod biofilma stvorenog na polistirenu uz veée organsko opterecenje statisticki znacajna
razlika u postotku inhibicije uoc¢ena je izmedu sojeva KP ATCC 700603 i KP NCTC 13442, KP
14, KP 15, KP 16, KP 33, KP 34.
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Tablica 10. Usporedba razli¢itih materijala i organskog opterec¢enja za odabrane sojeve K. pneumoniae
koriStenjem kristal violet bojenja. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina uz standardnu
devijaciju (SD) izracunatog postotka inhibicije. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) utvrdena ANOVA
(Student-Newman-Keuls post hoc test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Klebsiella KP KP OXA KP 14 KP 15 KP 16 KP 33 KP 34 pr
pneumoniae ATCC NCTC
700603 13442
Keramika 34,61 21,78 40,29 38,61 35,79 48,22 44,16
<0,001*
FO-MHB  (4.8) 9,7 (10,3) 9,2) (10,9) (8.1) (3.3)
Keramika 40,46 43,63 46,75 45,83 46,92 47,04 45,26 073
MHB (5,6) (14,1) (3,4) (3,2) (2,5) 9,7) (2,8) ’
Polistiren FO- 68,89 56,34 56,96 49,41 48,41 50,41
77,94 (2,5) <0,001*
MHB  (24.1) (2,8) (1,5) (2,2) (6,6) (1,7)
Polistiren 45,24 50,99 50,41 51,05 51,8 50,75
51,71 (2) <0,001*
MHB (3,5) (2,5) (1,1) (1,1) (2,1) (1,2)

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (vecée organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

Na Tablici 11. prikazan je u€inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva
K. pneumoniae izrazen kao postotak inhibicije utvrden uporabom kristal violet bojenja, a ovisno
0 odabranom materijalu (keramika 1 polistiren) 1 koli€ini organskog opterecenja.

Statisticki znacajna razlika (p<0,05) u postotku inhibicije nakon tretmana ozonom kod
soja KP ATCC 700603 utvrdena je izmedu biofilma stvorenog na polistirenu uz manje organsko
opterecenje 1 polistirena uz vece opterecenje, keramike (vece opterecenje) te keramike (manje
opterecenje).

Kod sojeva KP OXA NCTC 13442 i KP 16 utvrdena je statisticki znacajna razlika
(p<0,05) u postotku inhibicije nakon tretmana ozonom izmedu biofilma stvorenog na polistirenu
(manje opterecenje) 1 keramike (vece opterecenje) te polistirena (vece opterecenje).

Za KP 14 utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu biofilma stvorenog na
keramici uz manje organsko optere¢enje naspram biofilma stvorenog na polistirenu (manje
opterecenje) te polistirena (vece opterecenje), dok je za soj KP 34 statisticki znacajna razlika
(»<0,05) utvrdena izmedu keramike (manje opterecenje) naspram polistiren (manje opterecenje)

1 polistiren (vece opterecenje).
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Sojevi KP 15 i 33 pokazuju statisticki znacajnu razliku (p<0,05) u postocima inhibicije
biofilma stvorenog na keramici (manje optere¢enje) naspram biofilma na polistirenu (manje
opterecenje), polistirenu (vece opterecenje) te izmedu biofilma na polistirenu (manje

opterecenje) 1 polistirenu (vece opterecenje).

Tablica 11. U¢inak plinovitog ozona na odabrane sojeve K. pneumoniae ovisno o materijalu i koli¢ini
organskog opterecenja koriStenjem kristal violet bojenja. Rezultati prikazuju aritmeticku sredinu
postotka inhibicije redukcije uz standardnu devijaciju. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu
pojedinih vrsta materijala i koli¢ini organskog opterec¢enja po bakterijskom soju utvrdena testom
ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Klebsiella
. Keramika FO- Keramika MHB Polistiren FO- Polistiren MHB P*
pneumoniae
MHB MHB
KPATCC  34,61(4,8) 40,46 (5,6) 68,89 (24,1) 45,24 (3,5) <0,001*
KP OXA 21,78 (9,7) 43,63 (14,1) 77,94 (2,5) 51,71 (2) <0,001*
KP 14 40,3 (10,3) 46,75 (8,4) 56,34 (2,8) 50,99 (2,5) <0,001*
KP 15 38,61 (9,2) 45,83 (8,2) 56,96 (1,5) 50,41 (1,1) <0,001*
KP 16 35,8 (10,9) 46,92 (2,5) 49,41 (2,2) 51,05 (1,1) <0,001 *
KP 33 48,22 (8,1) 47,04 (9,7) 48,41 (6,0) 51,8 (2,1) <0,001 *
KP 34 44,16 (3,3) 45,26 (2,8) 50,41 (1,7) 50,75 (1,2) <0,001 *

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (vecée organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

45.3. Uéinak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija u biofilmu K.

pneumoniae
Ucinak plinovitog ozona na biofilm odabranih sojeva K. pneumoniae na keramici

ovisno o manjem i ve¢em organskom optereCenju, a koriStenjem ATP bioluminiscencije

prikazan je na Slici 25. A1 B.
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Slika 25. Ucinak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija odabranih sojeva K. pneumoniae
na keramici kod manjeg (A) i ve¢eg (B) organskog opterecenja odreden uporabom APT
bioluminiscencije. Rezultat je izrazen kao izrazen kao aritmeticka sredina RLU uz standardnu
devijaciju. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB oznacava Muller Hinton bujon; * oznacava
statisticki znac¢ajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0.05, ANOVA, t-test).

Nakon tretmana plinovitim ozonom dolazi do statisti¢ki znacajne redukcije ukupnog
broja vijabilnih bakterija (p<0.05) mjereno metodom ATP bioluminiscencije za sve odabrane
sojeve K. pneumoniae na obje vrste organskog opterecenja.

Kod soja KP 34 utvrdena je najveca redukcija ukupnog broja vijabilnih bakterija za
manje organsko opterecenje, dok je najmanja redukcija vijabilnih bakterija i biomase utvrdena
kod soja KP 14 za manje organsko opterecenje, a kod soja KP ATCC 700603 za vece organskog
opterecenja.

Obzirom na postotak inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom za biofilm odabranih
sojeva K. pneumoniae stvoren na keramici uz manje organsko opterecenje, a koriStenjem
metode ATP bioluminiscencije statisticki znacajna razlika (p<0.05) u postotku inhibicije
uocena je izmedu sojeva KP ATCC 700603 i sojeva KP OXA NCTC 13442, KP 14, KP 15, KP
16, KP 33, KP 34, zatim izmedu sojeva KP OXA NCTC 13442 i KP 14, KP 15, KP 33, KP 34,
izmedu sojeva KP 14 naspram KP 16 1 KP 33; izmedu soja KP 15 naspram KP 16 i KP 33 te
naposlijetku izmedu soja KP 16 naspram KP 33 i KP 34 (Tablica 12.).

Biofilm stvoren na keramici uz vece organsko opterecenje pokazuje statisticki znac¢ajnu
razliku (p<0.05) u postotku inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom izmedu sojeva KP
ATCC 700603 i svih ostalih sojeva, te izmedu soja KP OXA NCTC i svih ostalih sojeva
(Tablica 12.).
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Tablica 12. Usporedba razli¢itih materijala i organskog opterec¢enja za odabrane sojeve K. pneumoniae
koristenjem ATP bioluminiscencije. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina uz standardnu
devijaciju izracunatog postotka inhibicije. Statisticki znacajna razlika izmedu sojeva po
materijalu/organskom opterecenju (p<0,05) utvrdena ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc
test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Klebsiella
) KP ATCC KPOXA  KP14 KP 15 KP 16 KP 33 KP 34 P*
pneumomae
700603 NCTC 13442
Keramika FO- 88,09 85,68 78,33 79,79 84,69 75,96 78,56 0.001*
<
MHB  (0,9) .1 3.1 (1,9) (1,1) (13)  (1,04) ’
Keramika 65,79 91,41 95,98 95,66 94,81 94,97 94,81 0.001"
<
MHB (2,5 (1,6) (1,8) (1,1) (0,4) (0,3) (0,4) ’

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (vece organsko opterecenje), SD — standardna devijacija
Tablica 13. prikazuje ucinak plinovitog ozona na bioflm odabranih sojeva K.
pneumoniae izrazen kao postotak inhibicije koriStenjem ATP bioluminiscencije u ovisnosti o
vrsti materijala i koli¢ini organskog opterecenja.
Utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0.05) u postotku inhibicije biofilma svih
odabranih sojeva K. pneumoniae izmedu biofilma stvorenog na keramici uz manje organsko

opterecenje nasram biofilma stvorenog na keramici uz vece organsko opterecenje.
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Tablica 13. Ucinak plinovitog ozona na odabrane sojeve K. pneumoniae ovisno o materijalu
(keramika) i koli¢ini organskog opterecenja koriStenjem ATP bioluminiscencije. Rezultati prikazuju
aritmeti¢ku sredinu postotka inhibicije redukcije uz standardnu devijaciju. Statisticki znacajna razlika
(p<0,05) izmedu pojedinih vrsta materijala i koli¢ini organskog opterecenja po bakterijskom soju
utvrdena testom ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test (*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Klebsiella
. Keramika Keramika MHB Polistiren FO- Polistiren MHB P*
pneumoniae
FO-MHB MHB
KP ATCC 88,09 (0,9) 65,79 (2,5) - - <0,001"
KP OXA 85,68 (2,1) 91,41 (1,6) - - <0,001"
KP 14 78,33 (3,1) 95,98 (1,8) - - <0,001"
KP 15 79,79 (1,9) 95,66 (1,1) - - <0,001"
KP 16 84,69 (1,1) 94,81 (0,4) - - <0,001"
KP 33 75,95 (1,3) 94,97 (0,3) - - <0,001"
KP 34 78,56 (1,0) 94,81 (0,4) - - <0,001"

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko optere¢enje), MHB — Muller
Hinton bujon (vec¢e organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

45.4. Uéinak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih bakterija u biofilmu A.

baumannii

Na Slici 26. prikazan je uc¢inak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih bakterija
u biofilmu odabranih sojeva A. baumannii na keramici ovisno o manjoj i vecoj kolicini
organskog opterecenja (Slika 26. A 1 B) izrazen kao logioCFU/cm? redukcija. Najveca log
redukcija kod manjeg organskog opterecenja (Slika 26. A) iznosila je 3,12 (0,2) za soj AB
ATCC 19606, a najmanja 1,81 (0,2) za soj AB 43.

Kod veceg organskog opterecenja najveca log1oCFU/cm? redukcija iznosila je 3,11 (0,2)

za soj AB ATCC 19606, a najmanja 1,16 (0,06) za soj AB 40 (Slika 26. B).
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Slika 26. Uc¢inak plinovitog ozona na biofilm model organizma 4. baumannii na keramici izrazen kao
logioCFU/cm? za manje (A) i vece (B) organsko optereé¢enje. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB
oznacava Muller Hinton bujon; a, b, ¢, d - oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu sojeva
(ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc test, p<0,05).

Statisticki znacajna log redukcija (p<0,05) kod manjeg organskog optere¢enja na
keramici uocena je izmedu soja AB ATCC 19606 naspram AB ATCC 1605, AB 23, AB 24, AB
40, AB 43 1 AB 44. Kod veceg organskog opterecenja statisticki znacajna log redukcija
(»<0,05) uocena je izmedu sojeva AB ATCC 1605 naspram AB ATCC 19606, AB 40, AB 43 i
AB 44, zatim izmedu AB ATCC 19606 naspram AB ATCC 1605, AB 23, AB 24, AB 40, AB 43
1 AB 44, izmedu AB 23 naspram AB 40, AB 43, AB 44 te izmedu AB 24 i AB 40, AB 43 i AB
44,

Na Slici 27. A i B prikazan je ucinak plinovitog ozona izraZzen kao logioCFU/cm?
redukcija na biofilm odabranih sojeva model organizma A. baumannii na polistirenu uz manje
1 vece organsko optereCenje. Najmanja log redukcija kod manjeg organskog opterecenja je
uocena za soj AB 40 (2,74 (0,5)), a najveca za soj AB ATCC 19606 (4,25 (0,6)). Kod veceg
organskog opterecenja, najveca log redukcija uocena je kod soja AB 24 (2,93 (0,5)), a najmanja

za s0j AB 44 (1,56 (0,05)).
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Slika 27. U¢inak plinovitog ozona na biofilm model organizma A. baumannii na polistirenu izrazen

kao logioCFU/cm? za manje (A) i ve¢e (B) organsko opterecenje. FO oznacava fiziolosku otopinu;

MHB oznacava Muller Hinton bujon; a, b, ¢, d,e, f - oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu
sojeva (ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc test, p<0,05).

Kod manjeg organskog opterecenja, statisticki znacajne razlike (p<0,05) u redukciji
uocene su izmedu sljedecih sojeva 4. baumannii: AB ATCC 1605 nasuprot AB ATCC 19606,
AB 40, AB 43, AB 44; zatim izmedu AB ATCC 19606 sa AB 23 i AB 40; AB 23 i AB 40; AB
241 AB 40 te najzad AB 401 AB 43 i AB 44.

Za vece organsko opterecenje, statisticki znacajne razlike u log redukciji uocene su
izmedu sljedecih sojeva AB ATCC 1605 1 AB 24, AB 43 AB 44; izmedu AB ATCC 19606 i AB
24, AB 43, AB 44; AB 23 i AB 24, AB 43, AB 44; AB 24 sa AB 43 i AB 44; izmedu AB 40 i
AB 43 1 AB 44 te najzad izmedu AB 43 1 AB 44.

Medusobne razlike u log redukciji nakon tretmana plinovitim ozonom izmedu odabranih
materijala i razli¢ite koli¢ine organskog optere¢enja za vrstu 4. baumannii prikazane su u
Tablici 14.

Za sojeve AB ATCC 1605 1 AB 23 statisticki znacajna razlika (p<0,05) u log redukciji
uocena je izmedu polistirena (manje organsko optere¢enje) naspram svih ostalih kategorija.

Kod sojeva AB ATCC 19606 1 AB 24 statisticki znacajna razlika (p<0,05) u log redukciji
uocena je izmedu keramike (manje opterecenje) nasuprot polistiren (manje opterecenje) i
polistiren (veée opterecenje); zatim izmedu keramike (veée opterecenje) i polistiren (manje
opterecenje) te polistiren (vece opterecenje).

Za soj AB 40 statisticki znacajne razlike (p<0,05) u log redukciji utvrdene su izmedu
keramika (manje opterecenje) nasuprot keramika (vece optereenje) te polistiren (manje

opterecenje), zatim izmedu keramika (vece optereenje) i polistiren (manje opterecenje) te
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polistiren (vece opterecenje) i izmedu polistiren (manje opterecenje) i polistiren (veée
opterecenje).

Nadalje, statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu svih materijala i vrsta organskog
opterecenja utvrdene su za soj AB 43, dok su za soj AB 44 utvrdene znacajne razlike izmedu
keramika (manje optereCenje) nasuprot keramika (vecée optereenje), polistiren (manje
opterecenje) 1 polistiren (veée opterecenje); zatim keramika (vece opterecenje) i polistiren
(manje opterec¢enje) te najzad izmedu polistiren (manje opterecenje) i polistiren (vece

opterecenje).

Tablica 14. Ucinak plinovitog ozona na odabrane sojeve 4. baumannii ovisno o materijalu i kolic¢ini
organskog opterecenja. Rezultati prikazuju aritmeticku sredinu log;oCFU/cm? redukcije uz standardnu
devijaciju. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu pojedinih vrsta materijala i koli¢ini organskog
opterecenja po bakterijskom soju utvrdena testom ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test (*).

Aritmeticka sredina (SD) logioCFU/cm? redukcija

Acinetobacter
.. Keramika Keramika MHB Polistiren FO- Polistiren MHB P
baumannii
FO-MHB MHB
AB ATCC 1605 2,05 (0,3) 1,91 (0,4) 3,12 (0,2) 2,04 (0,2) <0,001 *
AB ATCC
3,120,2) 3,11 (0,2) 14,24 (0,6) 2,30 (0,3) <0,001 *
19606
AB23  2,07(0,3) 2,06 (0,1) 3,41 (0,2) 1,16 (0,3) 0,002*
AB 24 1,12 (0,1) 1,87 (0,1) 3,87 (0,2) 2,93 (0,5) <0,001*
AB 40 1,97 (0,4) 1,16 (0,06) 2,74 (0,06) 2,24 (0,4) <0,001*
AB 43 1,81 (0,2) 1,24 (0,2) 3,84 (0,5) 2,77 (0,08) <0,001*
AB44 2,11 (0,4) 1,61 (0,08) 3,99 (0,4) 1,56 (0,5) <0,001""

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (veée organsko optereéenje), SD — standardna devijacija

45.5. UCcinak plinovitog ozona na ukupnu biomasu A. baumannii

Slika 28. A i B prikazuje uc¢inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva
A. baumannii na keramici, ovisno o koli¢ini organskog opterecenja.

Nakon tretmana plinovitim ozonom odabranih sojeva 4. baumannii dolazi do statisticki
znacajne (p<0.05) redukcije ukupne biomase kod svih sojeva, na obje koli¢ine organskog

opterecenja.
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Kod manjeg organskog optere¢enja (Slika 28. A) do najvece redukcije ukupne biomase
dolazi kod soja AB ATCC 19606, dok je najmanja redukcija ukupne biomase uocena kod soja
AB 24.

Najveca redukcija ukupne biomase kod veceg organskog opterecenja (Slika 28. B)

izmjerena je za soj AB ATCC 1605, najmanja za soj AB 40.
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Slika 28. Uc¢inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva 4. baumannii na keramici

kod manjeg (A) i veceg (B) organskog opterecenja izrazen kao aritmeticka sredina apsorbancije na

600 nm uz standardnu devijaciju. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB ozna¢ava Muller Hinton
bujon; * - oznaCava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0.05, ANOVA, t-test).

Na Slici 29. A 1 B prikazan je u¢inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu A. baumannii
na polistirenu uporabom kristal violet bojenja, a ovisno o dvije vrste organskog opterecenja.

Za obje vrste organskog opterecenja utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0.05) u
redukciji ukupne biomase svih odabranih sojeva A. baumannii na polistirenu nakon tretmana
plinovitim ozonom.

Najveca redukcija ukupne biomase kod manjeg organskog opterec¢enja izmjerena je kod
soja AB ATCC 19606, a najmanje kod soja AB ATCC 1605. Za vece organsko opterecenje,

najveca redukcija ukupne biomase izmjerena je za AB 44, najmanja za AB 24.
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Slika 29. Uc¢inak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva A. baumannii na polistirenu
kod manjeg (A) i veceg (B) organskog opterecenja izrazen kao aritmeticka sredina apsorbancije na
600 nm uz standardnu devijaciju. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB ozna¢ava Muller Hinton

bujon; * - oznacCava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0.05, ANOVA, t-test).

Obzirom na postotak inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom za biofilm odabranih
sojeva A. baumannii stvoren na keramici uz manje organsko opterecenje, a koristenjem kristal
violet bojenja uocena je statisticki znacajna razlika (p<0.05) izmedu svih sojeva (Tablica 15.),
dok je kod veceg organskog opterecenja na keramici statisticki znacajna razlika uoc¢ena izmedu
sojeva AB ATCC 1605 1 AB 40.

Kod biofilma odabranih sojeva A. baumannii stvorenog na polistirenu uz manje
organsko opterecenje statisti¢ki znacajna razlika (p<0.05) u postotku inhibicije nakon tretmana
plinovitim ozonom uocena je izmedu soja AB ATCC 1605 i AB ATCC 19606, AB 43, AB 44,
zatim sojeva AB ATCC 19606 i AB 23, AB 24, AB 40.

Nadalje, razlika je uocena izmedu soja AB 23, AB 43 1 AB 44, sojeva AB 24 naspram
AB 43 1 AB 44. Kod biofilma stvorenog na polistirenu uz vece organsko opterecenje statisticki
znacajna razlika (p<0.05) u postotku inhibicije uocena je izmedu sojeva AB 24 naspram svih
ostalih sojeva, zatim izmedu soja AB 40 1 svih ostalih sojeva te izmedu soja AB ATCC 1605 sa
AB 44.
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Tablica 15. Usporedba razli¢itih materijala i organskog opterec¢enja za odabrane sojeve A. baumannii
koriStenjem kristal violet bojenja. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina uz standardnu
devijaciju (SD) izracunatog postotka inhibicije. Statisticki znacajna razlika izmedu sojeva po

materijalu/organskom opterecenju (p<0,05) utvrdena ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc
test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Acinetobacter AB ABATCC  AB23 AB 24 Ab 40 AB 43 AB 44 i
baumannii ATCC 19606
1605
Keramika 47,65 79,76 39,88 24,58 34,41 49,03 51,59 0,001+
<
FO-MHB  (3,3) (1,0) 82 (114 (@24 (5.8) (53) ’
Keramika 42,31 64,67 54,17 47,61 40,44 45,16 39,99 0.04%
MHB  (63) (26.9) @7 (108 (79  (1L0) (121 ’
Polistiren FO- 38,46 54,14 39,94 38,79 42,55 53,39 51,86
<0,001 *
MHB  (7.,5) (6,9) 4.3) (3,6) (7.8) (3.9) (8.9)
Polistiren 51,77 52,85 55,74 43,83 46,34 56,62 57,37
<0,001 *
MHB (3.5) (4,8) 2,9 (3.8) (2,6) 2,7 2.4

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (vecée organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

Tablica 16. prikazuje ucinak plinovitog ozona na biofilm odabranih sojeva A.
baumannii stvoren na keramici i1 polistirenu iz razli¢itog organskog opterecenja, a prikazan kao
postotak inhibicije nakon koriStenja kristal violet bojenja.

Statiticki znacajna razlika (p<0.05) u postotku inhibicije nakon tretmana plinovitim
ozonom za soj AB ATCC 1605 uocena je izmedu biofilma stvorenog na polistirenu (manje
organsko opterecenje) 1 keramike (manje optereéenje) i polistirena uz vece organsko
opterecenje.

Kod sojeva AB ATCC 19606 1 AB 40 statisticki je znacajna (p<0.05) razlika inhibicije
izmedu biofilma stovrenog na keramici (manje opterecenje) naspram polistirena (manje
opterecenje) i polistirena (veée opterecenje). Kod soja AB 23 utvrdena je statisticki znacajna
razlika (p<0.05) izmedu keramike (manje opterecenje) i keramike i polistirena uz vece
organsko opterecenje.

Sojevi AB 24 1 AB 43 pokazuju statisticki znacajnu razliku (p<0.05) u postocima
inhibicije nakon tretmana ozonom izmedu biofilma stvorenog na keramici (manje organsko
opterecenje) 1 svih ostalih materijala/organskog opterecenja.

Statisticki znacajna razlika (p<0.05) u inhibiciji za soj AB 44 utvrdena je izmedu

keramike (manje opterecenje) nasram svih ostalih, izmedu keramika (vece opterecenje) i
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polistiren (manje opterecenje) te izmedu biofilma stvorenog na polistirenu (manje opterecenje)

1 polistiren (veée opterecenje).

Tablica 16. Uc¢inak plinovitog ozona na odabrane sojeve 4. baumannii ovisno o materijalu i kolic¢ini
organskog opterecenja koriStenjem kristal violet bojenja. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina
uz standardnu devijaciju izracunatog postotka inhibicije. Statisticki znacajna razlika izmedu sojeva po

materijalu/organskom opterecenju (p<0,05) utvrdena ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc
test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Acinetobacter
. Keramika Keramika MHB Polistiren Polistiren MHB P*
baumannii
FO-MHB FO-MHB
AB 1605 47,65 (3,3) 42,31 (6,3) 38,46 (7,5) 51,78 (3,5) 0,002*
AB 19606 79,76 (1,1) 64,67 (26,9) 54,14 (6,9) 52,85 (4,8) 0,007*
AB 23 39,88 (8,2) 54,17 (8,7) 39,94 (4,3) 55,74 (2,9) <0,001*
AB24 24,58 (11,4) 47,61 (10,8) 38,79 (3,6) 43,83 (3,8) <0,001*
AB 40 34,41 (2,4) 40,44 (7,9) 42,55 (7,8) 46,34 (2,6) 0,009*
AB 43 49,03 (5,8) 45,16 (11,0) 53,39 (3,9) 51,86 (8.,9) <0,001*
AB 44 51,59 (5,3) 39,99 (12,1) 56,62 (2,7) 57,37 (2,4) <0,001*

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (vece organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

4.5.6. Ucinak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija u biofilmu A.

baumannii

Na Slici 30. A i1 B prikazan je ucinak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija
u biofilmu odabranih sojeva A. baumannii na keramici ovisno o manjem i ve¢em organskom
opterec¢enju utvrdeno metodom ATP bioluminiscencije.

Nakon tretmana biofilma odabranih sojeva A. baumannii plinovitim ozonom doslo je do
statistiCki znacajne (p<0,05) redukcije ukupnog broja vijabilnih bakterija u biofilmu za sve
sojeve kod manjeg i veceg organskog opterecenja.

Najveca redukcija u slucaju manjeg organskog optere¢enja izmjerena je kod soja AB 24, a
najmanja kod soja AB 44.

U slucaju veceg organskog opterecenja, najveca redukcija uocena je kod soja AB 24, a

najmanja kod AB 43.
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Slika 30. Uc¢inak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija u biofilmu odabranih sojeva 4.
baumannii na keramici kod manjeg (A) i veceg (B) organskog opterecenja uporabom metode APT
bioluminiscencije. Rezultat je izrazen kao izraZen kao aritmeticka sredina RLU uz standardnu
devijaciju. FO oznacava fiziolosku otopinu; MHB oznacava Muller Hinton bujon; * oznacava
statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0,05, ANOVA, t-test).

Obzirom na postotak inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom za biofilm odabranih
sojeva model organizma A. baumannii stvoren na keramici uz manje organsko opterecenje, a
koriStenjem metode ATP bioluminiscencije statisticki znacajna razlika (p<0,05) u postotku
inhibicije uocena je izmedu sojeva AB 43 naspram svih ostalih te soja AB 44 naspram svih
ostalih (Tablica 17.).

Biofilm stvoren na keramici uz vece organsko opterecenje pokazuje statisticki znacajnu
razliku (p<0,05) u postotku inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom izmedu sojeva AB
ATCC 1605 naspram svih ostalih, soja AB ATCC 19606 naspram svih ostalih, soja AB 43
naspram svih ostalih, soja AB 44 naspram svih ostalih, zatim izmedu soja AB 23 1 AB 43, AB
44 te izmedu soja AB 24 sa AB 43 1 AB 44.
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Tablica 17. Usporedba razli¢itih materijala i organskog opterec¢enja za odabrane sojeve A. baumannii
koristenjem ATP bioluminiscencije. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina uz standardnu

devijaciju izracunatog postotka inhibicije. Statisticki znacajna razlika izmedu sojeva po

materijalu/organskom opterecenju (p<0,05) utvrdena ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test

().

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Acinetobacter AB AB AB23 AB24 AB40 AB43 AB44 P
baumannii ATCC ATCC
1605 19606
93,98 96,60 95,84 95,90 92,54 80,12 77,36
Keramika FO-MHB <0,001"
(1.4) (1,3) 0,7) (0.4) (4,6) (6,5) 0,9)
85,04 72,13 95,62 97,84 98,30 67,34 91,08
Keramika MHB <0,001*
(0.4) (1,9) 0,5 (0,09  (0,04) (501) (1,01

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko optere¢enje), MHB — Muller
Hinton bujon (vec¢e organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

U Tablici 18. prikazan je ucinak plinovitog ozona na biofilm odabranih sojeva 4.

baumannii izrazen kao postotak inhibicije nakon tretmana plinovitim ozonom ovisno o koli¢ini

organskog opterecenja po pojedinatnom soju. Ovisno o koli¢ini organskog opterecenja,

statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) utvrdena je izmedu svih odabranih sojeva A. baumannii,

osim soja AB 23.
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Tablica 18. Ucinak plinovitog ozona na odabrane sojeve 4. baumannii ovisno o materijalu (keramika)
1 koli¢ini organskog opterecenja koriStenjem ATP bioluminiscencije. Rezultati prikazuju aritmeticku
sredinu postotka inhibicije redukcije uz standardnu devijaciju. Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)

izmedu pojedinih vrsta materijala i koliCini organskog opterecenja po bakterijskom soju utvrdena
testom ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test (*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Acinetobacter
Keramika Keramika MHB Polistiren FO- Polistiren MHB P*
baumannii
FO-MHB MHB
AB 1605 93,98 (1,4) 85,04 (0,4) - - <0,001"
AB 19606 96,60 (1,3) 72,13 (1,9) - - <0,001"
AB 23 95,84 (0,7) 95,62 (0,5) - - 0,57
AB 24 95,90 (0,4) 97,84 (0,09) - - <0,001"
AB 40 92,54 (4,6) 98,30 (0,04) - - 0,02"
AB 43 80,12 (6,5) 67,34 (5,01) - - 0,004"
AB 44 77,36 (0,9) 91,08 (1,01) - - <0,001"

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko optere¢enje), MHB — Muller
Hinton bujon (vece organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

45.7. Uéinak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih bakterija u biofilmu S.

aureus

U¢inak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih bakterija u biofilmu odabranih
sojeva S. aureus izrazen kao logioCFU/cm? redukcija na keramici iskljucivo uz vece organsko
opterecenje prikazan je na Slici 31.

Prethodnim ispitivanjima uz manje 1 vece organsko opterec¢enje za model organizam S.
aureus utvrdeno je da kod stvaranje biofilma uz manje organsko opterecenje ne daje dovoljnu
koli¢inu biofilma i ponovljive rezultate, stoga su sva daljnja ispitivanja radena samo uz vece

organsko opterecenje.
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Slika 31. U¢inak plinovitog ozona na biofilm model organizma S. aureus na keramici izrazen kao
logi10CFU/cm? redukcija uz standardnu devijaciju za vece organsko opterecenje. MHB oznacava
Muller Hinton bujon; statisticki zna¢ajna razlika utvrdivana (ANOVA, Student-Newman-Keuls post
hoc test, p<0,05).

Izmjerena log redukcija na keramici za odabrane sojeve S. aureus nakon tretmana
plinovitim ozonom iznosila je od 1,02 (0,06) za so} SAMRSA 43300 do 1,45 (0,1) za so MRSA
2.

Iako je za svaki pojedinacni soj utvrdena statisticki znacajna razlika (p<0,05) u
smanjenju ukupnog broja kultivabilnih bakterija nakon uporabe plinovitog ozona (nije
prikazano), statisticki znacajna razlika u log10CFU/cm? redukciji izmedu pojedinacnih sojeva
na keramici nije utvrdena.

Na Slici 32. prikazana je redukcija ukupnog broja kultivabilnih bakterija odabranih
djelovanje plinovitog ozona bio je MRSA 4 s redukcijom od 1,97 (0,08), a najmanje osjetljivi
soj bio je SA MRSA 43300 s log redukcijom od 1,1 (0,2).

Statisti¢ki znacajne razlike (p<<0,05) uiznosu log redukcije uocene su izmedu SA ATCC
29213 1 MRSA 2, MRSA 4, MRSA 6 te izmedu SA MRSA 43300 i MRSA 2, MRSA 4, MRSA
6, MRSA 27 i MRSA 28.
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Slika 32. U¢inak plinovitog ozona na biofilm model organizma S. aureus na polistirenu izrazen kao
log10CFU/cm? redukcija uz standardnu devijaciju za vece organsko opterecenje. MHB oznacava
Muller Hinton bujon; a, b oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu sojeva (ANOVA, Student-
Newman-Keuls post hoc test, p<0,05).

Statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu pojedinih vrsta materijala i odabranih

sojeva S. aureus prikazane su u Tablici 19.

Kod sojeva MRSA 4, MRSA 6 i MRSA 27 utvrdena je statisticki znacajna razlika
(p<0,05) u log redukciji izmedu keramike i polistirena nakon tretmana plinovitim ozonom.

Za sojeve SA ATCC 29213, SA MRSA 43300, MRSA 2 i MRSA 28 nije utvrdena

statistiCki znacajna razlika u log redukciji izmedu keramike i polistirena.
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Tablica 19. Ucinak plinovitog ozona na odabrane sojeve S. aureus ovisno o materijalu i ve¢em
organskom opterecenju. Rezultati prikazuju aritmeti¢ku sredinu log10CFU/cm? redukcije uz standardnu
devijaciju. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu pojedinih vrsta materijala po bakterijskom

soju utvrdena testom t-testom.

Aritmeticka sredina (SD) log1oCFU/cm? redukcija

Staphylococcus aureus p*
Keramika MHB Polistiren MHB
SA ATCC 29213 1,21 (0,7) 1,26 (0,4) 0,89
SA MRSA 43300 1,02 (0,6) 1,1 (0,2) 0,76
MRSA 2 1,45 (0,1) 1,88 (0,5) 0,09
MRSA 4 1,43 (0,3) 1,97 (0,08) 0,004
MRSA 6 1,32 (0,1) 1,75 (0,2) 0,002
MRSA 27 1,06 (0,05) 1,54 (0,05) <0,001
MRSA 28 1,41 (0,3) 1,66 (0,4) 0,21

MHB — Muller Hinton bujon (vece organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

4.5.8. UCcinak plinovitog ozona na ukupnu biomasu biofilma S. aureus

Nakon tretmana biofilma S. aureus na keramici plinovitim ozonom doslo je do statisticki

znacajne redukcije (p<0,05) ukupne biomase za sve odabrane sojeve model organizma u

usporedbi s kontrolom (Slika 33.). Najvece smanjenje ukupne biomase mjereno metodom

kristal violet bojenja uoceno je kod soja MRSA 28, najmanje kod soja MRSA 2.
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Slika 33. Ucinak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva S. aureus na keramici kod
veceg organskog opterecenja izrazen kao aritmeticka sredina apsorbancije na 600 nm uz standardnu
devijaciju. MHB oznacava Muller Hinton bujon; * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu
kontrole i tretmana (p<0.03, t-test).

Kod biofilma S. aureus na polistirenu, takoder je nakon tretmana plinovitim ozonom
doslo do statisti¢ki znacajne redukcije (p<0,05) ukupne biomase svih ispitivanih sojeva S.
aureus (Slika 34.). Do najvece redukcije ukupne biomase doslo je kod soja SA MRSA 43300,

dok je najmanja redukcija ukupne biomase izmjerena kod soja SA 28.
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29213 43300
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Slika 34. Ucinak plinovitog ozona na ukupnu biomasu odabranih sojeva S. aureus na polistirenu kod
veceg organskog opterecenja izrazen kao aritmeticka sredina apsorbancije na 600 nm uz standardnu

devijaciju. MHB ozna¢ava Muller Hinton bujon; * oznac¢ava statisticki zna¢ajnu razliku izmedu
kontrole i tretmana (p<0.03, t-test).
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Tablica 20. pokazuje statisticki znacajne razlike (p<0,05) u postotku inhibicije
biofilma razli¢itih sojeva S. aureus nakon tretmana plinovitim ozonom po odabranom

materijalu, a koriStenjem metode kristal — violet bojenja.

StatistiCki znacajna razlika (p<0,05) u postku inhibicije utvrdena je izmedu sojeva SA

ATCC naspram MRSA 27 i MRSA 28, zatim izmedu soja SA MRSA naspram MRSA 27 i
MRSA 28.

Tablica 20. Usporedba razlicitih materijala i veeg organskog opterecenja za odabrane sojeve S.
aureus koristenjem kristal violet bojenja. Rezultati su izraZeni kao aritmeticka sredina uz standardnu
devijaciju (SD) izracunatog postotka inhibicije. MHB ozna¢ava Muller Hinton bujon; statisticki
znacajna razlika izmedu sojeva po materijalu/organskom opterecenju (p<0,05) utvrdena ANOVA
(Student-Newman-Keuls post hoc test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Staphylococcus SA SA
MRSA  MRSA  MRSA MRSA MRSA p*
aureus ATCC MRSA
4 6 27 28
29213 43300
49,25 37,44 40,64 36,49
Keramika MHB 52,56 (4,3) 30,9 (6) 25,07 (5,4) 0,002*
(5,9) (8,3) s, - (12,5)
52,71 53,93 53,85 52,17
Polistiren MHB 59,5 (1) 54,83 (6,6) 61,87 (11) 0,54*
(1,9) (12,4) (15.,8) 9.6)

MHB — Muller Hinton bujon (veée organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

Obzirom na ucinak plinovitog ozona na biofilm odabranih sojeva S. aureus koriStenjem
metode kristal violet bojenja, a izrazen kao postotak inhibicije, statisti¢ki znacajna razlika
(p<0,05) utvrdena je u postotku inhibicije izmedu biofilma stvorenog na keramici MHB 1

polistirenu MHB za sojeve SA ATCC 29213, SA MRSA 43300, MRSA 2, MRSA 6, MRSA 27
1 MRSA 28 (Tablica 21.).
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Tablica 21. Ucinak plinovitog ozona na odabrane sojeve S. aureus ovisno o materijalu (keramika) i
vecem organskom opterecenju koristenjem kristal violet bojenja. Rezultati prikazuju aritmeticku
sredinu postotka inhibicije redukcije uz standardnu devijaciju. Statisticki znacajna razlika (p<0,05)
izmedu pojedinih vrsta materijala i koliCini organskog opterecenja po bakterijskom soju utvrdena
testom ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test(*).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Staphylococcus
Keramika Keramika MHB Polistiren FO- Polistiren MHB P*
aureus
FO-MHB MHB
SA ATCC 29213 ] 49,25 (5,9) - 52,71(1,9)  0,03*
MRSA ATCC
43300 ] 52,56 (4,3) - 59,5(1)  0,02%
MRSA?2 - 37,44 (8,3) - 53,93 (12,4)  0,03*
MRSA 4 - 40,64 (18,1) - 53,85(15,8)  0,23*
MRSA 6 ] 36,49 (12,5) - 52,17(9.6)  0,04%
MRSA 27 ] 30,9 (6) - 54,83 (6,6) <0,001*
MRSA 28 ] 25,07 (5,4) - 61,87 (11)  <0,001*

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (vece organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

4.5.9. Uéinak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija u biofilmu S. aureus

Uporabom metode ATP bioluminiscencije kao dopunske metode za odredivanje
ukupnog broja vijabilnih bakterija u biofilmu utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05)
u redukciji ukupnog broja vijabilnih broja bakterija u biofilmu nakon tretmana plinovitim

ozonom kod svih sojeva S. aureus u uspredbi s kontrolom (Slika 35.).
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Slika 35. Ucinak plinovitog ozona na ukupni broj vijabilnih bakterija u biofilmu odabranih sojeva S.
aureus na keramici kod veéeg organskog opterec¢enja uporabom metode APT bioluminiscencije.
Rezultat je izraZen kao izraZen kao aritmeticka sredina RLU uz standardnu devijaciju. MHB oznacava
Muller Hinton bujon; * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana (p<0,03, t-
test).

Najveca redukcija ukupnog broja vijabilnih bakterija u biofilmu model organizma S.

aureus utvrdeno je kod soja SA 27, a najmanja redukcija kod soja SA ATCC 29213.

StatistiCcki znacajna razlika (p<0,05) u postotku inhibicije biofilma nakon tretmana
plinovitim ozonom, detektirana metodom ATP bioluminiscencije prikazana je u Tablici 22. za
odabrane sojeve S. aureus. Znacajna razlika u postotku inhibicije za biofilm stvoren na keramici

uz vece organsko opterecenje utvrdena je izmedu soja SA ATCC 29213 naspram svih ostalih.
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Tablica 22. Usporedba materijala i organskog optere¢enja za odabrane sojeve S. aureus koristenjem
ATP bioluminiscencije. Rezultati su izrazeni kao aritmeticka sredina uz standardnu devijaciju
izracunatog postotka inhibicije. Statisticki znacajna razlika izmedu sojeva po materijalu/organskom
opterec¢enju (p<0,05) utvrdena ANOVA (Student-Newman-Keuls post hoc test).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Staphylococcus SA MRSA
MRSA  MRSA  MRSA MRSA MRSA p*
aureus ATCC ATCC
2 4 6 27 28
29213 43300
60,83 85,4 82,5 84,25
Keramika MHB 81,53 (2,7) 89,1 (1,8) 84,31 (4,4) <0,001%*
(13,5) 3.1 (1,8) 0,7)

MHB — Muller Hinton bujon (veée organsko opterecenje), SD — standardna devijacija

4.5.10. U¢inak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih i vijabilnih bakterija te na
ukupnu biomasu model organizama na keramici i polistirenu uz razlicitu kolic¢inu

organskog optereéenja
Medusobna usporedba ucinkovitosti plinovitog ozona na biofilm odabranih model

organizama (K. pneumoniae, A. baumannii 1 S. aureus) ovisno o vrsti materijala i1 koli¢ini

organskog opterecenja prikazana je u Tablici 23.
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Tablica 23. — Uc¢inak plinovitog ozona na biofilm odabranih model organizma prikazan kao postotak
inhibicije uz standardnu devijaciju ovisno o vrsti materijala i organskog opterecenja. Statisticka
znacajnost utvrdena p<0,05, ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc test(*)).

Aritmeticka sredina (SD) % inhibicije

Klebsiella Acinetobacter Staphylococcus P
pneumoniae (KP) baumannii (AB) aureus (SA)
CFU
Keramika FO-MHB 98,91 (0,60) 99,13 (0,44) - 0,45%
Keramika MHB 95,14 (2,8) 97,16 (2,6) 92,80 (3,8) 0,04*
Polistiren FO-MHB 99,22 (0,5) 99,95 (0,06) - 0,006*
Polistiren MHB 94,07 (2,3) 99,30 (0,6) 96,73 (2,9) 0,001*
KV
Keramika FO-MHB 37,79 (8,5) 46,73 (17,4) - 0,10%*
Keramika MHB 45,47 (2,4) 47,72 (9,5) 55,07 (4,48) 0,0*
Polistiren FO-MHB 61,24 (15,7) 45,46 (7,2) - 0,03*
Polistiren MHB 50,29 (2,2) 51,64 (5,6) 38,89 (9,7) 0,003*
ATP [Medijan (IQR)]
Keramika FO-MHB 81,29 (4,9) 89,03 (7,7) - 0,04*
Keramika MHB 90,40 (10,9) 86,79 (12,5) 81,21 (9,4) 0,31%

FO-MHB - fizioloska otopina — Muller Hinton bujon (manje organsko opterecenje), MHB — Muller
Hinton bujon (veée organsko opterecenje), SD — standardna devijacija, CFU - ukupan broj
kultivabilnih bakterija, KV - kristal violet bojenje, ATP - ATP bioluminiscencija

Na biofilmu stvorenom na keramici uz koristenje veceg organskog opterec¢enja utvrdena je
statistiCki znacajna razlika (p<0,05) u inhibiciji nakon koriStenja plinovitog ozona izmedu
model organizma 4. baumannii naspram S. aureusa.

Za biofilm stvoren na polistirenu uz prisutnost manjeg organskog opterecenja utvrdena je
statisticki znacajna razlika (p<0,05) u inhibiciji nakon koristenja plinovitog ozona izmedu K.
pneumoniae 1 A. baumannii.

Nadalje, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u inhibiciji nakon koriStenja plinovitog ozona
utvrdena je izmedu svih odabranih model organizama kod biofilma stvorenog na polistirenu uz

vece organsko opterecenje.

96



Za biofilm stvoren na keramici uz prisutnost manje koli¢ine organskog opterecenja nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u inhibiciji nakon tretmana ozonom izmedu K. pneumoniae
1 A. baumannii.

Za metodu kristal violet bojenja, statisticki znacajna razlika (p<0,05) u postotku inhibicije
izmedu odabranih model organizama, a nakon tretmana ozonom utvrdena je izmedu model
organizma S. aureus naspram K. pneumoniae i A. baumannii za biofilm stvoren na keramici uz
vece organsko opterecenje, zatim izmedu vrsti K. pneumoniae 1 A. baumannii za bioilm stvoren
na polistirenu uz manje organsko opterecenje.

Nadalje, kod biofilma stvorenog na polistirenu uz vece organsko opterecenje, utvrdena je
statisticki znacajna razlika (p<0,05) u postotka inhibicije nakon tretmana ozonom izmedu S.
aureus naspram K. pneumoniae i A. baumannii.

Metoda ATP bioluminiscencije koriStena je samo na keramici uz manje i vece organsko
optere¢enje za model organizme K. pneumoniae 1 A. baumanni, dok je za model organizam
koriStena samo na keramici uz veée organsko opterecenje.

Statisticki znacajna razlika (p<0,05) u postotku inhibicije nakon tretmana plinovitim
ozonom utvrdena je izmedu model organizama K. pneumoniae 1 A. baumannii za keramiku uz
manje organsko optereCenje, dok razlika u postotku inhibicije izmedu odabranih model

organizama na keramici uz veée organsko opterecenje nije uocena.

4.6.  Oksidativni stres model organizama nakon tretmana plinovitim ozonom

Razine reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) izraZzene kao intenzitet flourescencije prije 1
poslije tretmana plinovitim ozonom kod odabranih sojeva K. pneumoniae prikazane su na Slici
36.

Nakon tretmana plinovitim ozonom dolazi do statisti¢ki znac¢ajnog porasta (p<0,05) u
intenzitetu flourescencije, tj. u porastu reaktivnih kisikovih vrsta u svim sojevima K.
pneumoniae.

Najvece povecanje intenziteta flourescencije od 185,62% utvrdeno je kod soja KP OXA

NCTC 13442, a najmanje kod soja KP 15 u iznosu od 128,23%.
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Slika 36. Intenzitet flourescencije (valna duzina eksitacije 488 nm, emisije detektirane u rasponu od
500-600 nm) za odabrane sojeve K. pneumoniae. Rezultati prikazani kao aritmeticka sredina uz
standardnu devijaciju. * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana za svaki
pojedinacni soj (p<0.05, t-test)

Slika 37. prikazuje je porast intenziteta flourescencije za odabrane sojeve model
organizma A. baumannii prije i nakon tretmana plinovitim ozonom.

Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) u porastu intenziteta flourescencije utvrdena je kod
svih sojeva 4. baumannii.

Najveci porast intenziteta flourescencije nakon tretmana plinovitim ozonom utvrden je

kod AB 43 za 188,36%, a najmanji kod AB 1605 u iznosu od 145,23%.
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Slika 37. Intenzitet flourescencije (valna duzina eksitacije 488 nm, emisije detektirane u rasponu od
500-600 nm) za odabrane sojeve 4. baumannii. Rezultati prikazani kao aritmeticka sredina uz
standardnu devijaciju. * oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana za svaki
pojedinacni soj (p<0.05, t-test)

Sli¢no kao i1 kod prethodna dva model organizma, nakon tretmana plinovitim ozonom
dolazi do statisticki znac¢ajnog porasta (p<0,05) u razini flourescencije i kod svih odabranih
sojeva S. aureus (Slika 38.).

Kod soja MRSA 28 utvrden je najveci porast intenziteta flourescencije (124%), a
najmanji kod MRSA 6 (102,37%).

Od sva 3 testirana model organizma, najamanji porast intenziteta flourescencije utvrden

je kod S. aureus, a najveéi kod A. baumannii (nije prikazano).
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Slika 38. Intenzitet flourescencije (valna duzina eksitacije 488 nm, emisije detektirane u rasponu od
500-600 nm) za odabrane sojeve S. aureus. Rezultati prikazani kao aritmeticka sredina uz standardnu
devijaciju. * oznacava statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana za svaki pojedinacni soj

(»<0.05, t-test)

4.7.  Ucinak plinovitog ozona na topologiju biofilma reprezentativnhog soja K.

pneumoniae

Uc¢inak plinovitog ozona na topologiju biofilma reprezentativnog soja model
organizama K. pneumoniae OXA NCTC 13442 prikazan putem svjetlosne, digitalne i
mikroskopije atomskih sila.

Na Slici 39. uocavaju se podrucja razaranja na povrsini biofilma u smislu veé¢ih podrucja

bez bakterijskih stanica.
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Slika 39. Prikaz razaranja strukture biofilma reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae
OXA NCTC 13442 nakon tretmana plinovitim ozonom. Povecanje 20x.

Nadalje, Slika 40. prikazuje dvodimenzionalne i trodimenzionalne prikaze biofilma
reprezentativnog model organizma K. pnuemoniae OXA NCTC 13442 bojanog kristal violetom
te snimljenog digitalnom mikroskopijom.

Usporedbom s kontrolnim, neetretiranim biofilmom vidljive su nakupine bakterijskih
stanica model organizma pod utjecajem povrSinskih nepravilnosti keramicke plocice gdje se
bakterijske stanice nakupljaju u sitnim udubinama na povrsini keramicke plocice.

Nakon tretmana plinovitim ozonom dolazi uniStavanja biofilma na uzdignutim
povrSinama, dok u udubinama i1 na ravnim povrSinama dolazi do djelomi¢nog oStecenja

biofilma.
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Slika 40. Trodimenzionalni prikaz kontrolne i tretirane keramicke plocCice s biofilmom
reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae OXA NCTC 13442 (gornji red), na donjim
slikama dvodimenzionalni prikaz biofilma reprezentativnog model organizma K. pneumoniae OXA

NCTC 13442 (donji red). Povecanje 200x.

Na Slici 41. prikazana je topologija biofima reprezentativnog soja model organizma K.
pneumoniae OXA NCTC 13442. Netretirani biofilm model organizama (kontrola) prikazan je
da slikama (A, B, C), dok je biofilm model organizama tretiran plinovitim ozonom prikazan na
slikama D, Ei F.

Nakon tretmana plinovitim ozonom, vidljive su promjene na topologiji biofilma u
smislu agregacije stanica te praznih prostora u kojima je doslo do razaranja biofilma.

Osim navedenog, uvrdene su varijacije u distribucijama vrhova u trodimenzionalnoj

strukturi biofilma. Plinoviti ozon uzrokovao je smanjenje visina vrhova biofilma sa 725.4 nm

na 158 nm (E) te sa 355.4 nm na 173.0 nm (F).

102



B 725.4 nm E 158.5 nm

10.0 um 10.0 um

0O nm 0 nm

1.0 um 1.0 um

Slika 41. Topologija biofilma reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae OXA NCTC
13442 na keramici prikazana uporabom mikroskopije atomskih sila. A, B, C prikazuje kontrolu
(netretirani biofilm), D, E, F prikazuje biofilm tretiran plinovitim ozonom. Skenirajuce podrucje za B i
Eje l0pm x 10 pmmza CiFis 1 pm % 1 pm.

4.8.  Morfoloske promjene na biofilmu i stanicama reprezentativnih sojeva model

organizama nakon tretmana plinovitim ozonom

Tretman odabranom koncentracijom plinovitog ozona uzrokuje morfoloske promjene
na strukturi biofilma reprezentativnih sojeva odabranih model organizama na nacin da se

uocavaju zone razaranja biofilma i prisutnost oSte¢enih bakterijskih stanica.

Za utvrdivanje morfoloSkih promjena na strukturi biofilma model organizama, ali i za
uvrdivanje morfoloskih promjena na pojedina¢nim stanicama model organizama koristena je i
pretrazna elektronska mikroskopija.

Na Slici 42. vidljive su morfoloske promjene na biofilmu i pojedina¢nim stanicama

reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae OXANCTC 13442. Tretman plinovitim
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ozonom uzrokuje ulegnuca u trodimenzionalnoj strukturi biofilma. Osim toga, plinoviti ozon
uzrokuje osStecenja na stani¢noj membrani stanica model organizma na nacin da su vidljive

invaginacije na membrani (Slika 42,D).

Slika 42. Morfoloske promjene na strukturi biofilma (B) i stanicama reprezentativnog soja model
organizma K. pneumoniae OXA NCTC 13442 nakon tretmana plinovitim ozonom (C, D). A
predstavlja netretirani biofilm. Poveéenja A i B 1000x, C 2000X i D 5000x.

Slika 43. prikazuje morfoloSke promjene na strukturi biofilma i pojedinacnih stanica
reprezentativnog soja model organizma A. baumannii ATCC BAA 1605 nakon tretmana

plinovitim ozonom.
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Slika 43. Morfoloske promjene na strukturi biofilma (B) i stanicama reprezentativnog soja model
organizma A. baumannii ATCC BAA 1605 nakon tretmana plinovitim ozonom (C, D). A predstavlja
netretirani biofilm. Povecanje A i B 2000x, C 5000 x i D 10000x.

Nakon tretmana plinovitim ozonom uocavaju se oSte¢enja na strukturi biofilma u smislu
razaranja biofilma (Slika 43. B) te oSte¢enja na stani¢noj membrani pojedinacnih stanica. Od

ostecenja na stanicnoj membrani uocavaju se udubljenja i deformacije stanica (Slika 43.C i D).
Na Slici 44. prikazane su morfoloske promjene biofilma i1 pojedinacnih stanica

reprezentativnog soja model organizma S. aureus MRSA ATCC 43300 naspram kontrole, t;.

netretiranog biofilma (Slika 44.A).
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Slika 44. Prikaz morfoloskih promjena na strukturi biofilma (B) i stanicama reprezentativnog soja
model organizma S. aureus MRSA ATCC 43300 nakon tretmana plinovitim ozonom (C, D). A
predstavlja netretirani biofilm. Povecanje A i B 2000x, C 5000 x i D 10000x.

Nakon tretmana plinovitiom ozonom dolazi do oSte¢enja i razaranja strukture biofilma
te do deformacije pojedinacnih stanica reprezentativnog soja model organizma S. aureus. Osim

deformacija stanicne membrane, uo¢avaju se i potpuno razorene stanice (Slika 44. C i D).
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4.9. U¢inak plinovitog ozona na vijabilnost stanica u biofilmu model organizama

Vijabilnost bakterijskih stanica model organizama obzirom na permeabilnost stani¢ne
membrane utvrdena je koriStenjem metode Dead Live bojenja za obje vrste organskog
opterecenja.

Slika 45. prikazuje vijabilnost stanica u biofilmu reprezentativnog soja model
organizma K. pneumoniae OXA NCTC 13443 prije (kontrola) i nakon tretmana plinovitim
ozonom uz manje organsko opterecenje. Prije koriStenja plinovitog ozona vidljive su guste
nakupine flourescentno zelenih nakupina stanica model organizma koje predstavljaju zive
stanice, a nakon koriStenja plinovitog ozona dolazi do znafajnog smanjenja broja zivih
bakterijskih stanica te do povecanja u brojnosti crvenih stanica, koje predstavljaju nezive
stanice.

Izmjereni intenzitet zelene flourescencije prije tretmana ozonom bio je 10.526 AU, a za
crvene stanice 0.772 AU. Nakon tretmana ozonom, izmjereni intenzitet zelene flourescencije

bio je 4.203 AU, dok je intenzitet crvene porastao na 4.11 AU.

Kontrola Tretman

100 0pm

Slika 45. Vijabilnost bakterijskih stanica reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae OXA
NCTC 13442 uz manje organsko opterecenje koriStenjem Dead Live bojenja prije i nakon tretmana
plinovitim ozonom. Zelene tocke predstavljaju Zive bakterijske stanice s netaknutom stani¢cnom
membranom, crvene tocke oznacavaju mrtve bakterijske stanice. Povec¢anje 200x.

Vijabilnost stanica u biofilmu reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae
OXA NCTC 13443 prije (kontrola) i nakon tretmana plinovitim ozonom uz veée organsko

opterecenje prikazana je na Slici 46.
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Prije koriStenja plinovitog ozona vidljive su guste nakupine flourescentno zelenih
nakupina stanica model organizma koje predstavljaju Zive stanice, a nakon koristenja plinovitog
ozona dolazi do znacajnog smanjenja broja zivih bakterijskih stanica te do povecanja u brojnosti
crvenih stanica, koje predstavljaju nezive stanice. U usporedbi sa prikazom na Slici 45. koja
predstavlja manje organsko optereéenje, vidljivo je puno vecée zasi¢enje organskim materijalom

(zivim bakterijskim stanicama).

Kontrola Tretman

Slika 46. Vijabilnost bakterijskih stanica reprezentativnog soja model organizma K. pneumoniae OXA
NCTC 13442 uz vece organsko opterecenje koriStenjem Dead Live bojenja prije i nakon tretmana
plinovitim ozonom. Zelene tocke predstavljaju Zive bakterijske stanice s netaknutom stani¢cnom
membranom, crvene tocke oznacavaju mrtve bakterijske stanice. Povecanje 200x.

Slika 47. prikazuje vijabinost stanica u biofilmu reprezentativnog soja model organizma
A. baumannii ATCC BAA1605 prije (kontrola) 1 nakon tretmana plinovitim ozonom uz manje
organsko optereCenje. Prije koriStenja plinovitog ozona vidljive su guste nakupine
flourescentno zelenih nakupina stanica model organizma koje predstavljaju Zive stanice, a
nakon korisStenja plinovitog ozona dolazi do znacajnog smanjenja broja zivih bakterijskih

stanica te do povecanja u brojnosti crvenih stanica, koje predstavljaju nezive stanice.
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Slika 47. Vijabilnost bakterijskih stanica reprezentativnog soja model organizma 4. baumannii ATCC
BAA1605 uz manje organsko opterecenje koristenjem Dead Live bojenja prije i nakon tretmana
plinovitim ozonom. Zelene toCke predstavljaju Zive bakterijske stanice s netaknutom stanicnom

membranom, crvene tocke oznacavaju mrtve bakterijske stanice. Povecanje 200x.

Vijabinost stanica u biofilmu reprezentativnog soja model organizma A. baumannii ATCC
BAA1605 prije (kontrola) 1 nakon tretmana plinovitim ozonom uz veée organsko opterecenje
prikazana je na Slici 48.

Prije koriStenja plinovitog ozona vidljive su guste nakupine flourescentno zelenih
nakupina stanica model organizma koje predstavljaju Zive stanice, a nakon koristenja plinovitog
ozona dolazi do zna¢ajnog smanjenja broja zivih bakterijskih stanica te do povec¢anja u brojnosti
crvenih stanica, koje predstavljaju nezive stanice. Sli¢no kao 1 kod K. pneumoniae, usporedbom
sa prikazom na Slici 47. koja predstavlja manje organsko opterecenje, vidljivo je puno vece

zasicenje organskim materijalom (zivim bakterijskim stanicama).
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Slika 48. Vijabilnost bakterijskih stanica reprezentativnog soja model organizma 4. baumannii ATCC
BAA1605uz vece organsko opterecenje koriStenjem Dead Live bojenja prije i nakon tretmana
plinovitim ozonom. Zelene toCke predstavljaju Zive bakterijske stanice s netaknutom stanicnom
membranom, crvene tocke oznacavaju mrtve bakterijske stanice. Povecanje 200x.

Na Slici 49. prikazana je vijabinost stanica u biofilmu reprezentativnog soja model
organizma S. aureus MRS A 43300 prije (kontrola) i nakon tretmana plinovitim ozonom uz vece
organsko optere¢enje. Vidljive su guste nakupine flourescentno zelenih nakupina stanica S.
aureus MRSA 43300 koje predstavljaju zive stanice. Nakon tretmana plinovitim ozonom dolazi
do znacajnog smanjenja broja zivih bakterijskih stanica te do povecanja u brojnosti crvenih

stanica, koje predstavljaju nezive stanice.
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Slika 49. Vijabilnost bakterijskih stanica reprezentativnog soja model organizma S. aureus MRSA
43300 uz vece organsko opterecenje koriStenjem Dead Live bojenja prije i nakon tretmana plinovitim
ozonom. Zelene tocke predstavljaju Zive bakterijske stanice s netaknutom stani¢cnom membranom,
crvene tocke oznacavaju mrtve bakterijske stanice. Poveéanje 200x.

4.10. Insitu uéinak plinovitog ozona na broj bakterija u zraku

In situ dio istrazivanja proveden je u sobi za postoperativni oporavak Opce bolnice dr.
Ivo Pedisi¢ u Sisku. Ucinak ozona na ukupan broj bakterija u zraku sobe gdje su provedena
ispitivanja prikazan je u Tablici 24.

Nakon tretmana plinovitim ozonom u koncentraciji od 25 ppm/1 sat izlaganja na sve tri
lokacije uzorkovanja zraka doslo je do statisticki znacajnog smanjenja (p<0,05) ukupnog broja
bakterija u zraku.

Najvece smanjenje ukupnog broja bakterija u zraku izmjereno je na lokaciji stola (86%),

a najmanje na lokaciji prozorske daske (83%).
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Tablica 24. Ukupni stvarni i statisticki broj bakterija u zraku sobe za postoperativni oporavak Opce
bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak. Rezultati prikazani kao aritmeticka sredina izmjerenog broja kolonija
(CFU/250 L zraka) i statisticki (vjerojatni) broj bakterija uz (Pr) prema Felleru uz standardnu
devijaciju te 95% interval pouzdanosti (CI). Statisti¢ki znacajna razlika p<0,05, t-test.

Aritmeticka Inhibicija i
95% CI P
sredina (SD) (%)
L1
CFU/250 L zraka Kontrola 321,7 (15,04)
86 -296,9 do -243,0 <0,001
Tretman 51,67 (7,6)
CFU/250 L zraka Kontrola 655,3 (81,2)
Korekcii 92. -803,3 do -397,4 0,006
- koreketja Pr Tretman 55,0 (8,7)
L2
CFU/250 L zraka Kontrola 212,3 (8,5)
83 -189,2 do -160,8 <0,001
Tretman 37,3 (2,5)
CFU/250 L zraka Kontrola 302,3 (18,03)
. 86.99 -308,2 do -217,8 0,002
— korekeija Pr Tretman 39,3 (2,52)
L3
CFU/250 L zraka Kontrola 264,3 (14,6)
84.29 -260,2 do -187,1 0,001
Tretman 40,7 (2,1)
CFU/250 L zraka Kontrola 433,0 (42,5)
90.14 -496,2 do -284,4 0,004

— korekcija Pr Tretman 42,7 (2,08)

L1 - lokacija stol, L2 - lokacija prozorska daska, L3 uzorkovanja na ormaru, Cl-interval pouzdanosti,
CFU — ukupan broj kultivabilnih bakterija

112



Na Slici 50. prikazano je smanjenje ukupnog broja bakterija prije i nakon tretmana plinovitim

ozonom u sobi za postperativni oporavak Opce bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak.

D7 e SR

\A

Slika 50. Ukupni broj bakterija u zraku sobe za postoperativni tretman prije (lijevo) i nakon (desno)
tretmana plinovitim ozonom na lokaciji uzorkovanja “prozorska daska”, autorski rad

4.11. Insitu u€inak plinovitog ozona na mikrobiolosku ¢isto¢u prostora

Osim ucinka plinovitog ozona na ukupan broj bakterija u zraku, u sobi za postoperativni
oporavak mjeren je i u¢inak plinovitog ozona na mikrobiolosku ¢istocu prostora (Tablica 25.)
izrazen kao ukupan broj bakterija (CFU/cm?) te prisutnost enterobakterija.

Na svim ispitivanim lokacijama unutar sobe za postoperativni oporavak utvrdeno je
zna€ajno smanjenje (p<0,05) ukupnog broja bakterija nakon tretmana plinovitim ozonom u
koncentraciji 8 ppm tijekom 1 sata izlaganja.

Najvece ukupnog broja bakterija nakon tretmana plinovitim ozonom uoceno je na lokaciji
prozora (100%) i ormara 2 (96%).

Do najmanjeg smanjenja ukupnog broja bakterija na povr§inama doslo je na lokaciji radnog

stola (54,92%).
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Tablica 25. Mikrobioloska Cistoc¢a prostora u sobi za postoperativni tretman Opce bolnice dr. Ivo
Pedisi¢, Sisak. Rezultati prikazani kao medijan za enterobakterije, a za ukupan broj bakterija CFU/cm?
kao aritmeticka sredina uz standardnu devijaciju, postotak inhibicije, 95%tni interval pouzdanosti za
kontrolu (prije tretmana) i tretman (plinoviti ozon). StatistiCka znac¢ajnost utvrdena t-testom, p<0.05

Aritmeticka Inhibicija
) 95% CI Pt
sredina (SD) (%)
L1
Kontrola 227,0 (12,5)
CFU/cm? 54,92 -148,9 do -100,4 <0,001
Tretman 102,3 (8,5)
Enterobakterije Kontrola 0(0-4)
Tretman 0
L2
Kontrola 21,7 (4,2)
CFU/cm? 94 -27,4do -13,2 0,001
Tretman 1,33 (1,5)
Kontrola 0
Enterobakterije - - -
Tretman 0
L3
Kontrola 25,0 (3,0)
CFU/cm? 96 -29,1 do -18,9 <0,001
Tretman 1,0 (1,0)
Kontrola 0(0-3)
Enterobakterije - - -
Tretman 0
L4
Kontrola 3,0 (1,0)
CFU/cm? 100 - -
Tretman 0
Kontrola 0
Enterobakterije - - -
Tretman 0
L5
Kontrola 11,7 (3,5)
CFU/cm? 62,5 -13,5do -0,5 0,04
Tretman 4,7(2,1)
Kontrola 0(0-2)
Enterobakterije - - -
Tretman 0

L1 - lokacija radni stol, L2 - lokacija ormar 1, L3 - lokacija ormar 2, L4 - lokacija prozorska daska,
L5 - lokacija telefonska slusalica, CFU — ukupan broj kultivabilnih bakterija, SD — standardna
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Prisutnost enterobakterija prije tretmana plinovitim ozonom utvrdena je na lokaciji
radnog stola (4 CFU), ormara 2 (3 CFU) te telefonske slusalice (2 CFU).
Nakon tretmana ozonom prisutnost enterobakterija nije potvrdena niti na jednoj od

ispitivanih lokacija unutar sobe.

4.12. In situ uéinak plinovitog ozona na ukupni broj kultivabilnih bakterija model

organizama

Ucinak plinovitog ozona ispitivan je i na biofilmu referentnih sojeva odabranih model
organizama (K. pneumoniae, A. baumannii 1 S. aureus) uz veée opterecenje na keramici i
polistirenu u sobi za postoperativni oporavak Opce bolnice dr. Ivo Pedisi¢, Sisak u in sifu dijelu
istrazivanja.

Plinoviti ozon u koncentraciji od 25 ppm tijekom 1 sata izlaganja uzrokovao je
statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje ukupnog broja kultivabilnih bakterija u biofilmu svih
odabranih referentnih sojeva model organizama i na keramici i na polistirenu (Tablica 26.).

Log redukcija za model organizam S. aureus MRSA 43300 varirala je od 0,36 za biofilm
stvoren na keramici i polistirenu, dok je S. aureus ATCC 29213 imao log redukciju od 0,47 za
biofilm na keramici i1 0,38 za biofilm na polistirenu.

Model organizam K. pneumoniae ATCC 700603 pokazuje log redukciju nakon tretmana
plinovitim ozonom za 0,43 na keramici, a 0,31 na polistirenu, dok K. pneumoniae OXA NCTC
13442 pokazuje log redukciju od 0,5 na keramici, a 0,49 na polistirenu.

A. baumannii pokazuje svojstva blago vece osjetljivosti prema plinovitom ozonom 1 na
keramici i polistirenu naspram K. pneumoniae 1 S. aureus. Log redukcija za A. baumannii ATCC
BAA1605 je iznosila 0,57 za keramiku, a 0,43 za polistiren, dok je log redukcija za A.
baumannii ATCC 19606 iznosila 0,54 za keramiku 1 0,41 za polistiren.

Nezatno veca log redukcija uocena je kod biofilma model organizama na keramici

naspram polistirena
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Tablica 26. In situ u€inak plinovitog ozona na biofilm standardnih sojeva model organizama S.
aureus, K. pneumoniae 1 A. baumannii na keramici i polistirenu uz manje organsko opterecenje.
Rezultati izrazeni kao aritmeticka sredina logioCFU/cm? uz standardnu devijaciju, logioCFU/cm?
redukciju, 95%tni raspon pouzdanosti. StatistiCki znacajna razlika izmedu kontrole i tretmana utvrdena
te izmedu pojedinog materijala po bakterijskom soju utvrdena t-testom, p<0.05.

Aritmeti¢ka sredina (SD) logioCFU P
logi1oCFU/cm? (kontrola
N 95% CI
Kontrola p* Tretman p* redukcija Vvs.
tretman)
SAATCC 29213
Keramika 5,57 (0,24) 5,10 (0,16) 0,47 -0,73 do -0,21 0,002
0,001 <0,001
Polistiren 6,16 (0,06) 5,78 (0,17) 0,38 -0,56 do -0,20 0,002
SA MRSA 43300
Keramika 5,95 (0,09) 5,59 (0,19) 0,36 -0,56 do -0,18 0,002
<0,001 0,001
Polistiren 6,38 (0,04) 6,01 (0,11) 0,37 -0,49do -0,25 <0,001
KP ATCC 700603
Keramika 6,53 (0,20) 6,10 (0,16) 0,43 -0,66 do -0,19 0,002
0,002 <0,001
Polistiren 7,21 (0,35) 6,90 (0,10) 0,31 -0,67 do 0,05 0,08
KP OXA NCTC 13442
Keramika 6,84 (0,11) 6,35 (0,23) 0,49 -0,73 do -0,26 0,001
0,01 <0,001
Polistiren 7,49 (0,45) 6,99 (0,07) 0,5 -0,98 do -0,01 0,05
AB 1605
Keramika 7,70 (0,14) 7,13 (0,21) 0,57 -0,79 do -0,34  <0,001
<0,001 <0,001
Polistiren 8,58 (0,25) 8,15 (0,16) 0,43 -0,70 do -0,15 0,006
AB 19606
Keramika 7,61 (0,17) 7,07 (0,05) 0,54 -0,72do -0,37  <0,001
<0,001 <0,001
Polistiren 8,78 (0,12) 8,37 (0,31) 0,41 -0,72 do -0,10 0,01

SD — standardna devijacija, CI — interval pouzdanosti
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Uporaba razli¢itih dostupnih metoda dezinfekcije kao osnovnih sredstava borbe protiv
patogenih mikroorganizama znatno je napredovala tijekom 20. stoljeca, prateéi tako tehnoloski
razvoj covjeka [59,82,114,206]. No, kako je napredak u razvoju tehnologija i lijekova doveo do
novih mogu¢nosti lijeCenja i kontrole infekcija dezinfekcijom, zlouporaba dostupnih antibiotika
u lije¢enju ljudi izravno, ali u veterini, agrikulturi i stocarstvu neizravno je doprinijela razvoju
viSestruko otpornih mikroorganizama otpornih na dostupna antimikrobna sredstva [3].

Osim navedenog, cesto neprikladno 1 wucestalo koriStenje razlic¢itih kemijskih
dezinfekcijskih sredstava, posebice u bolnickim sustavima, gdje se ocekivano dezinfekcijska
sredstva koriste u relativno veéim koli¢inama nego u opéoj populaciji, neposredno je
doprinijelo pojavi smanjene osjetljivosti ili ¢ak otpornosti mikroorganizama na neka postojeca
dezinfekcijska sredstva [59,82,114,128].

Nadalje, ve¢ina mikroorganizama, pa tako i viSestruko otpornih ima sposobnost i gotovo
bioloSku uvjetovanost rasti u biofilmu, zajednici mikroorganizama medusobno povezanih
izvanstanicnom polimernom tvari, otpornoj na suSenje, djelovanje dezinficijenasa i
antimikrobnih lijekova [99-101,103,106].

Sve navedeno, ukljucujuéi pojavu visestruko otpornih mikroorganizama koji rastu na
nezivim povrSinama u formi biofilma, a koji mogu zbog samih intrinzi¢nih svojstava ili zbog
forme biofilma pokazati smanjenu osjetljivost na pojedina dostupna dezinfekcijska sredstva, na
¢esto manjakavu primjenu lokalnih mjera kontrole infekcija doprinose traZenju alternativnih
izvora dezinfekcije, posebice automatskih dezinfekcijskih metoda [59,60,64,82,114].

Ucinak plinovitog ozona na biofilm viSestruko otpornih mikroorganizama je kroz
literaturu relativno slabo proucavan stoga je u ovoj disertaciji glavni cilj bio ispitati uc¢inak
plinovitog ozona na biofilm viSestruko otpornih mikroorganizama kao model organizama.

Odabrani su viSestruko otporni mikroorganizmi kao model organizmi iz bolnickog
sustava kao prostornog modela iz razloga ispitivanja i potencijalne prakticne primjene
plinovitog ozona kao alternativnog sredstva za provodenje automatske dezinfekcije kao mjere
za prevenciju 1 kontrolu infekcija.

Istrazivanje je provedeno u dva dijela, in vitro 1 in situ dio s biofilmom viSestruko
otpornih mikroorganizama K. pneumoniae, A. baumannii 1 S. aureus kao model organizmima.

Ispitivanja su radena na mladom, 24-satnom biofilmu na keramici i polistirenu uz manje
1 vece organsko optere¢enje kao supstrat za razvoj biofilma. Model organizmi (klinicki) su
odabrani po kriteriju za definiranje viSestruko otpornih mikroorganizama te je za sve utvrdena
otpornost na 3 ili viSe klasa antibiotika, $to odgovara kriteriju za viSestruku otpornost opisanu

u literaturi [6]. Standarni sojevi su odabirani po kriteriju osjetljivijeg 1 otpornijeg.
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Pocetna faza u stvaranju biofilma na odredenom materijalu je sama adhezija
mikroorganizma na materijal. Kod procesa adhezije, veliku ulogu imaju fizikalno — kemijske
karakteristike povrSine mikroorganizma, hidrofobnosti, hidrofilnosti, kiselo-baznih svojstava te
elektron donorskih/elektron akceptorskih sojstava, ali i fizikalno — kemijska svojstva samog
materijala na koji mikroorganizmi adheriraju, poput primjerice slobodne povrsinske energije,
hrapavosti, hidrofobnosti, hidrofilnosti te kiselobaznih svojstava [207-212].

Kod procesa adheriranja, uvrijezeno je misljenje da “sli¢no privlaci slicno”, tj. da ¢e
hidrofilni mikroorganizmi lakSe adherirati na hidrofilne povrSine, kao i1 hidrofobni na
hidrofobno [213]. Osim toga, svojstvo hidrofobnosti te slobodne povrSinske energije je u
negativnoj korelaciji i uvrijezeno je da ¢e mikroorganizmi s ve¢om hidrofobnosti imati ve¢u
sklonost adherirati na hidrofobne povrsine, tj. na povrSine s manjom povrSinskom slobodnom
energijom [208].

Rezultati ispitivanja hidrofobnosti/hidrofilnosti model organizama koriStenih u ovom
istrazivanju uporabom metode mikrobne adhezije prema otapalima ukazuju na ¢injenicu da su
svi sojevi model organizma K. pneumoniae hidrofilni, sojevi A. baumannii hidrofilni do
umjereno hidrofobni, dok su sojevi S. aureus umjereno hidrofobni, uz izuzetak sojeva MRSA
6, MRSA 27 i MRSA 28 koji pokazuju hidrofilna svojstva, $to je u skladu s rezultatima koje
navodi Zeraik i sur. i Nakanishi i sur. [211,214].

Faryina i sur. u svojoj studiji navode da su kiselo — bazna svojstva vazan dio interakcije
kod adhezije [213]. K. pneumoniae pokazuje nesto vise kisela (elektron-akceptorska) svojstva
od bazi¢nih (elektron-donorskih), slicno kao i A. baumannii, dok. S. aureus pokazuje snazna
bazi¢na (elektron — donorska svojstva), a iznimno slaba kisela (elektron — akceptorska) svojstva,
Sto je u suprotnosti s Faryina i sur. gdje S. aureus primjerice ukazuje na snazna hidrofilna i
elektron akceptorska svojstva [213].

Obzirom na povrSinska svojstva hidrofilnosti/hidrofobnosti keramike 1 polistirena
utvrdene metodom mjerenja kontaktnog ugla utvrdeno je da je keramika hidrofilna i glatka, kao
I polistiren, iako je polistiren malo hrapaviji od keramike. Opisano je suprotno navodima u
kojima se polistiren opisuje kao inicijalno hidrofoban [215-217], iako se opisano moze
objasniti ¢injenicom da je polistiren koriSten za kulture stanica, a koji je koriSten u svrhu ovog
istrazivanja, tretiran razli¢itim metodama kako bi se stvorio na povrSini negativan naboj i
hidrofilne karakteristike, radi lakSeg vezanja proteina [215,217,218]. Glede kontaktnog ugla,
keramika ima visi kontaktni ugao, tj. malo manju hidrofilnost te je za ocekivati da ¢e adhezija
model organizama biti bolja na polistirenu naspram keramici, $to je i utvrdeno [208]. Nadalje,

hrapavost kao svojstvo povrSine na koju mikroorganizam adherira je takoder vazna zbog
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ocekivanog olakSanog adheriranja na hrapave povrSine iz razloga Sto ulegnuéa u povrsini
povecéavaju povrSinu za adheriranje i kolonizaciju [209,219], ali i pruzaju zastitu od vanjskog
utjecaja.

Nakon S§to su utvrdene fizikalno-kemijske karakteristike hrapavosti hidrofilnosti i
hidrofobnosti polistirena i keramike kao odabranih povrSina te hidrofilnost i hidrofobnost
model organizama, ispitana je sposobnost stvaranja biofilma model organizama na odabranim
povrSinama uz prisutnost manjeg i veceg organskog optere¢enja kako bi prezentirali uvjete iz
prakse (u¢inkovitije i manje u¢inkovito prethodno ¢is¢enje povrsina).

Svi odabrani model morganizmi su stvorili znacajnu koli¢inu biofilma i1 na keramici i
na polistirenu, s time da je najvecu koli¢inu biofilma na keramici i polistirenu stvorio A.
baumannii i kod manjeg i kod veéeg organskog optereCenja uz statisticki znacajnu razliku
izmedu koli¢ine organskog optereenja I materijala, zatim K. pneumoniae, takoder uz statisticki
znacajnu razliku izmedu obje vrste organskog opterecenja i materijala.

Kod model organizma K. pneumoniae, utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u koli¢ini
stvorenog biofilma izmedu svih vrsta materijala i organskog optere¢enja uz varijacije izmedu
pojedinacnih sojeva $to je u skladu sa studijom Oleksy-Wawrzyniak i sur. [38] gdje su utvrdene
intrinzi¢ne razlike izmedu pojedinih sojeva K. pneumoniae u koli¢ini stvorenog biofilma pod
razli¢itim uvjetima.

Ispitivanje sposobnosti stvaranja biofilma na keramici i polistirenu za model organizam
S. aureus ispitivano je iskljucivo uz vece organsko opterecenje jer su prilikom uspostave
modela svi sojevi S. aureus stvarali malu, varijabilnu koli¢inu biofilma te su rezultati uz manje
organsko opterecenje bili neponovljivi. Uz veée organsko optereéenje, svi sojevi S. aureus su
stvorili biofilm na keramici 1 polistirenu, uz statisticki znacajnu razliku izmedu materijala.

Glede razlike u koli¢ini stvorenog biofilma, odabranim materijalima za stvaranje
biofilma i koli¢ine organskog opterecenja, kod vecine odabranih sojeva model organizama veca
koli¢ina biofilma je stvorena na polistirenu naspram keramike te je kod svih odabranih sojeva
model organizama veca koliina biofilma stvorena uz vece organsko opterecenje, $to ide u
prilog istrazivanjima poput Zeraik i sur., Nakanishi i sur. i Zheng i sur. gdje se potvrduje da
koli¢ina stvorenog biofilma ovisi i o koli¢ini nutrijenata [211,214,220].

Navedeno je takoder sli¢no istrazivanju Salamandana i sur. [221], koji je ispitivao
sposobnost stvaranja biofilma S. aureus na razli¢itim materijalima (staklo, nehrdajuci celik
polistiren), a gdje je najvecu koli¢inu biofilma S. aureus stvorio upravo na polistirenu.

Nadalje, Greene i sur. u studiji ispitivanja sposobnosti stvaranja biofilma A. baumannii

na 6 razlicitih povrSina utvrdio je najvecu koli¢inu stvorenog biofilma takoder na polimernoj
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povrsini [222], sli¢no kao 1 Pour i sur. [223]. Navedeno se moze objasniti ¢injenicom da je
biofilm stvaran na tretiranom polistirenu, koji pogoduje boljoj adheziji [215,217].

Usporedujuci koli¢inu stvorenog biofilma sva tri model organizma medusobno,
utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu K. pneumoniae i A. baumannii za keramiku i za
polistiren kod manjeg organskog optereéenja, kao i statisticki znacajna razlika izmedu K.
pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na polistirenu uz veée organsko optereéenje. Kod veceg
organskog opterecenja, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu koliCine stvorenog
biofilma na keramici izmedu A. baumannii naspram S. aureus.

Navedeno ide u prilog istrazivanjima poput Zhang i sur., Nakanishi i sur., Barth i sur.,
Zeraik i sur. da na koli¢inu stvorenog biofilma utjeCe vrsta materijala na kojemu se odvija
adhezija zbog razli€itih fizikalno kemijskih karakteristika materijala i mikroorganizma, a koji
utje¢u na sam proces adhezije poput hrapavosti, ¢vrstoce, topografske raspodjele bakterijskih
stanica po povrsini, kemijskog gradijenta, povrSinske slobodne energije, hidrofilnosti i
hidrofobnosti [211,214,220,224].

Osim navedenog, utvrdene razlike izmedu pojedinih model organizama ukazuju i na
intrinzi¢ne osobine svakog pojedina¢nog organizma poput prisustva filmbija, pila, kapsule,
deformacije membrane mikroorganizama, hidrofilnosti i hidrofobnosti, regulacije vezujucih
proteina, stvaranja EPS-a koje uvelike utje¢u na interakciju povrsine i mikroorganizma, proces
adhezije i posljedi¢no stvaranje biofilma [214,225].

Jednom stvoreni biofilm na nezivim povrSinama predstavlja rizik za kriznu
kontaminaciju i $irenje infekcija, a predstavlja i izazov za uklanjanje trenuta¢no dostupnim
metodama dekontaminacije prostora zbog toga Sto je otporan na isuSivanje, otporniji je na
djelovanje dezinfekcijskih sredstava, dugo prezivljava u okoliSu s manjkom nutrijenata te je
otporniji na djelovanje antimikrobnih lijekova [100,102,103]. Zbog navedenog, a i samim
napredovanjem tehnologije uvode se nove metode automatske dekontaminacije prostora poput
koriStenja plinovitog ozona [82,128,142].

Broj dostupnih istrazivanja o ucinku plinovitog ozona na biofilm viSestruko otpornih
mikroorganizama je relativno oskudan, stoga je jedan od glavnih ciljeva ovog istrazivanja bilo
ispitati djelovanje plinovitog ozona kao potencijalnog sredstva za dezinfekciju povrSina
kontaminiranih biofilmom odabranih sojeva K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus kao
model organizama. U¢inkovitost plinovitog ozona ispitivana je uporabom metode odredivanja
ukupnog broja kultivabilnih bakterija te uz pomo¢ dvije alternativne metode odredivanja
ukupne biomase i ukupnog broja vijabilnih bakterija — kristal violet bojenja i ATP

bioluminiscencije.
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Plinoviti ozon u koncentraciji od 25 ppm tijekom 1 sata izloZenosti uzrokovao je
statisticki znac¢ajnu redukciju u ukupnom broju kultivabilnih bakterija svih odabranih sojeva K.
pneumoniae i A. baumannii na keramici i polistirenu uz manje i ve¢e organsko optereéenje
naspram kontrole, dok je kod model organizma S. aureus uzrokovao statisticki znacajnu
redukciju ukupnog broja bakterija svih sojeva na keramici i polistirenu uz vece organsko
opterecenje.

Uporabom kristal violet bojenja kao alternativne metode za utvrdivanje ukupne biomase
nakon koriStenja plinovitog ozona utvrdena je statisticki znacajna redukcija u ukupnoj biomasi
kod svih odabranih sojeva model organizma K. pneumoniae, A. baumannii na keramici i na
polistirenu uz obje koli¢ine organskog opterecenja u usporedbi s kontrolom, kao i kod S. aureus
na keramici 1 polistirenu uz vece organsko opterecenje.

Metoda ATP bioluminiscencije je takoder koriStena kao dopunska, alternativna metoda
za utvrdivanje ukupnog broja vijabilnih bakterija u biofilmu model organizama unatoc ¢injenici
da je neprecizna te da se ATP detektira i u organskoj tvari [76,82,226,227]. Metoda je koristena
upravo i zbog ¢injenice §to pruza podatke o ukupnom broju vijabilnih bakterija te zasi¢enju
povrsine biomasom, §to se moZze smatrati svojevrsnim indikatorom Kriterija ¢istoce .

Kao 1 u prethodnim sluc¢ajevima, utvrdena statisticki znacajna razlika u redukciji ukupne
biomase i broja vijabilnih bakterija nakon koriStenja plinovitog ozona za sve odabrane sojeve
K. pneumoniae i A. baumannii na keramici i na polistirenu, uz manje i veée organsko
opterecenje, te statisticki znacajna razlika u redukciji ukupne biomase kod svih sojeva S. aureus
na keramici i polistirenu uz vece organsko opterecenje. Kod svih odabranih sojeva sva tri model
organizma utvrdene su medusobne statisticki znacajne razlike u redukciji ukupnog broja
bakterija 1 ukupne biomase ovisno o materijalu 1 koli¢ini organskog opterecenja. Najveca
redukcija nakon tretmana plinovitim ozonom kod svih model organizama izraZena kao postotak
inhibicije je uocena kod metode odredivanja ukupnog broja kultivabilnih bakterija, zatim kod
ATP-bioluminiscencije. Najmanji postotak inhibicije je uocen kod metode kristal violet
bojenja.

Uocene razlike u postotku inhibicije se mogu objasniti razli¢itom osjetljivosti koristenih
metoda detekcije, obzirom na Cinjenicu da metoda odredivanja ukupnog broja kultivabilnih
bakterija putem brojanja kolonija ukljucuje samo Zive bakterije, ne i stani¢ni otpad, dok metode
poput kristal violet bojenja 1 ATP bioluminiscencije uklju¢uju kvantifikaciju zivih i mrtvih
stanica, EPS-a i druge organske tvari na povrsini [76,226,227,229-232]. Osim navedenog,
manja inhibicija ukupne biomase koristenjem kristal violet bojenja se moze objasniti i

¢injenicom da je oksidativno djelovanje ozona na bakterije u bioflmu moglo uzrokovati
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prelazak iz kultivabilnog u vijabilno nekultivabilno (eng., viable but nonculturable,VBNC)
stanje [229,231].

Unatoc¢ ¢injenici da je nakon tretmana ozonom u koncentraciji od 25 ppm tijekom 1 sata
izlaganja doslo do statisticki znacajne redukcije u ukupnom broju kultivabilinih, vijabilnih
bakterija i ukupnoj biomasi svih odabranih model organizama na obje vrste materijala i
organskog opterecenja, plinoviti ozon nije u potpunosti eradicirao biofilm K. pneumoniae, A.
baumannii i S. aureus s keramike i polistirena.

Sli¢ne nalaze opisuje i Bialoszewski i sur. koji opisuje biocidni ué¢inak ozona na biofilm
S. aureus i P. aerugionsa, medutim ne i potpunu eradikaciju [191]. Odsustvo potpunog
uniStenja biofilma nakon djelovanja plinovitog ozona opisuje i Kovac i sur. na E. coli,
Panebianco i sur. na L. monocytogenes, Marino i sur. na S. aureus., Boch i sur. na E. faecalis,
Nicholas i sur. na L. monocytogenes, Harada i sur. na B. cereus i L. monocytogenes te De Candia
I sur. na L. monocytogenes [143,188,189,192,197,198,233]. Navedeno je u suprotnosti sa
istrazivanjem provedenim od strane Ibanez- Cervantes i sur. koji opisuje redukciju od 7
log10CFU? nakon tretmana ozonom od 22,4 ppm tijekom 15 minuta izloZenosti te Pajak — Zajac
i sur. gdje je opisana redukcija veéa od 6 logi1o0CFU? na biofilmu P. aeruginosa na polimernom
materijalu [199]. Opisano se moze objasniti uvodenjem povecane vlaznosti zraka prilikom
izvodenja ozonizacije, $to poboljsava ucinak ozona [93,159,234] te izrazito visokoj
koncentraciji ozona kori$tenoj u istrazivanju Pajak — Zajac i sur.

Nadalje, brojna su istraZivanja provedena na planktonskim oblicima bakterija pokazala
rezultate ograniCene biocidne ucinkovitosti plinovitog ozona, iako je u navedenim
istrazivanjima koncentracija ozona znantno varirala [73,78,151,155,162,165,166,169,171,172],
s naglaskom da je veca koncentracija ozona ili duze vrijeme izloZenosti znacilo i veéu
inaktivaciju [93,160,174,175,189]. Primjerice, Sharma i sur. je ispitivao ucinak plinovitog
ozona u koncentraciji 25 ppm tijekom 20 minuta izlaganja tijekom kojeg je uocena redukcija
od 3 logioCFU? za MRSA, 4 logioCFU? za K. pneumoniae i A. baumannii. Suprotno
navedenom, pojedine studije navode kompletnu inaktivaciju planktonskih oblika bakterija
[93,161,166,173,235].

KoriStenjem metoda vizualizacije biofilma, poput atomske mikroskopije 1 digitalne
mikroskopije potvrdeno je da struktura materijala igra ulogu u ucinkovitosti plinovitog ozona
kao dezinfekcijskog/dekontaminacijskog sredstva iz razloga Sto su bakterijske stanice model
organizama zaostajale u udubljenjima na povrsini keramickih plo€ica, ¢ine¢i ih tako manje
dostupnima djelovanju ozona, ali isto tako otezavju¢i procese mehanickog Cis¢enja, Sto je

prethodno potvrdeno studijama poput Megahed i sur. [175]. Upravo zbog navedenog, odabir
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materijala koji otezava adheziju mikroorganizama, olakSava aplikaciju dezinficijensa i
mehanickog ¢is¢enja bi trebao biti vazan ¢imbenik i standard u prevenciji i kontroli infekcija
[59,82,127,236-238].

dok se S. aureus pokazao najotpornijim, sto je u skladu sa istrazivanjem Sharma i sur. gdje se
MRSA pokazao manje osjetljivim na djelovanje plinovitog ozona naspram K. pneumoniae i A.
baumannii [159]. Navedeno se moZe objasniti intrinzi¢nim osobinama S. aureus koji posjeduje
niz mehanizama za odgovor na endogeno ii egzogeno uvjetovani oksidativni stres, poput
enzima superoksid dismutaze, katalaze, peroksiredoksina koji sinergisticki S mehanizmima za
popravak regulira utjecaj oksidativnog stresa [24]. Tako postoje istrazivanja poput Moore G.
[235] koja navode da je ozon ucinkovitiji na Gram-pozitivne bakterije nego na Gram-negativne
bakterije, navedeno je suprotno uvrijezenom misljenju da su Gram-negativne bakterije opcenito
otpornije na djelovanje dezinfekcijskih sredstava od Gram-pozitivnih zbog strukture stani¢ne
stijenke, prisustva efluks-pumpi te niza drugih karakteristika [239-242].

Unato¢ razlikama izmedu Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija obzirom na
otpornost prema dezinficijensima, S. aureus pokazuje statisticki znacajnu razliku u redukciji
ukupnog broja kultivabilnih bakterija nakon djelovanja plinovitog ozona.

lako vecina istrazivanja opisuje oksidativni stres kao glavni mehanizam biocidnog
uc¢inka ozona posebice na planktonske oblike mikroorganizama [141,160,161,171,175,176], jos$
je uvijek dosta nepoznanica oko tocnog mehanizma djelovanja plinovitog ozona na biofilm
[194]. Stanje oksidativnog stresa se moze definirati kao disbalans u ravnotezi izmedu
prooksidansa 1 antioksidansa u korist pove¢ane koncentracije prooksidansa, rezultirajuci tako
stvaranjem reaktivnih kisikovih vrsta koje posljedi¢no uzrokuju oSteCenja na stani¢noj
membrane, nukleinskim kiselinama i sli¢no [73,180].

Ispitivanjem razina reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) prije i nakon tretmana plinovitim
ozonom na polisitrenu utvrdeno je da nakon tretmana plinovitim ozonom dolazi do statisticki
znacajnog porasta u razini reaktivnih kisikovih vrsta za model organizme K. pneumoniae, A.
baumannii i S.aureus, ukazujuéi na ¢injenicu da su zaostale bakterije nakon tretmana plinovitim
ozonom u stanju oksidativnog stresa. Navedeno potvrduje prethodna istraZivanja poput Rangel
i sur., Patil i sur., Giuliani i sur. [73,171,176] koja ukazuju na snazni oksidacijski ucinak
plinovitog ozona. Osim toga, stanje oksidativnog stresa u biofilmu prema autorima poput
Gambino i sur.; Mao i sur. i lonescu i sur. moze dovesti do prekomjerne produkcije EPS-a
[180,243,244], stvarajuci dodatni sloj zastite preko zaostalih mikroorganizama. Autori poput

Panebianco i sur. i Miranda i sur. navode smanjenje EPS-a uslijed akumulacije ROS-a u
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ekstracelularnom matriksu [188,194].

Nakon tretmana plinovitim ozonom, uoc¢eno je statisticki znaajno smanjenje ukupne
biomase za sve sojeve K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na odabranim materijalima uz
razli¢ita organska opterecenja ukazujuéi na smanjenje EPS-a uslijed strukturnih promjena u
matriksu [187,194].

Ucinak plinovitog ozona na topologiju biofilma reprezentativnog soja model
organizama utvrden je putem mikroskopije atomskih sila i digitalne mikroskopije. Nakon
djelovanja plinovitog ozona na biofilm model organizma uocene su promjene u topologiji
biofilma na nacin da su vidljive agregacije stanica uz prisustvo praznih prostora na povr§inama
kojima dominira odsustvo bakterijskih stanica. Takoder su uoCene 1 promjene u
trodimenzionalnoj strukturi biofilma te su uocene varijacije u distribuciji vrhova na nacin da je
nakon tretmana plinovitim ozonom uoceno smanjnje vrhova biofilma.

Promjene topologije i trodimenzionalne strukture biofilma na reperzentativhom soju
model organizma i vizualno potvrduje prethodne nalaze ovog istrazivanja, a obzirom na
¢injenicu da je plinoviti ozon uzrokovao redukciju ukupnog broja bakterija u rasponu od 0,96
logio0CFUcm? do 3,99 logioCFUcm? te da je nakon njegove uporabe zaostalo biomase na
povrSini. Navedeno jo§ jednom potvrduje studije od Kovac i sur., Bialoszewski i sur.,
Panebianco i sur. te Nicholas i sur. [75,188,191,197] u kojima plinoviti ozon ima ograni¢eno
biocidno djelovanje na bakterijski biofilm.

Detaljnije morfoloske promjene na biofilmu i pojedina¢nim stanicama reprezentativnih
sojeva model organizama su promatrane koriStenjem skenirajuce pretrazne mikroskopije.
Reprezentativni sojevi model organizama su koriSteni iz razloga ekonomicnosti, ali 1 ¢injenice
da je metoda iznimno zahtjevno primjenjiva na keramici (otezana primjena skenirajucih igala 1
ucestalo kvarenje). Plinoviti ozon uzrokuje vrlo slicne morfoloske promjene na stani¢noj
stijenci reprezentativnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus.
Nakon tretmana plinovitim ozonom uocene su promjene na stani¢noj stijenci u obliku ulegnuca
membrane. Puknuca stani¢éne membrane se uocava kod S. aureus. Sli¢ne rezultate opisuje i
Rangel i sur. u studiji na A. baumannii, P. aeruginosa i E. coli gdje uoc¢ava protruzije membrane
i ulegnu¢a nakon tretmana plinovitiom ozonom [73] te Nicholas i sur. na biofilmu L.
monocytogenes [198] i Epelle i sur. na E. coli i P. aeruginosa [170].

Biocidni ucinak plinoviti ozon ostvaruje prvenstveno djelovanjem na stani¢nu stijenku
mikroorganizma [142,147,156,171,178], dok je jedan od predlozenih mehanizama djelovanja

liza stanice, koja ovisi o ja¢ini oksidacije [73,181,245].
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Imajuéi na umu prethodno navedeno, integritet i permeabilnost stanicne membrane su
vazni elementi za odredivanje vijabilnosti stanice [246] izloZene utjecaju snaznog oksidativnog
sredstva poput ozona. Za utvrdivanje vijabilnosti stanica obzirom na permeabilnost stani¢ne
membrane odabranih reprezentativnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii
I S. aureus koristena je metoda Dead Live bojenja.

Nakon tretmana plinovitim ozonom doslo je do vidljivog smanjenja nakupina zivih
bakterijskih stanica (zelena boja) te do povecanja nakupina mrtvih bakterijskih stanica (crvena
boja). Mjerenjem intenziteta flourescencije utvrden je statisticki znacajan porast intenziteta
crvene boje nakon tretmana plinovitim ozonom ukazujuci na biocidni ué¢inak ozona. Navedeno
ukazuje da plinoviti ozon oksidacijski uc¢inak ostvaruje djelovanjem na stanicnu membranu,
uzrokujuéi promjene permeabilnost §to posljedicno dovodi 1 do smrti stanice. Sli¢ne rezultate
potvrduje i Rangel i. sur. na S. aureus, E. coli, P. aeruginosa i A. baumannii [73] te Nagayoshi
I sur. [247].

Osim utjecaja nezivih povrsina kontaminiranih MDR patogenima na prevenciju i
kontrolu infekcija, zrak kao medij takoder moze imati ulogu u prijenosu mikroorganizama
[88,248-250]. Iako je u¢inak plinovitog ozona na mikroorganizme ispitivan u in vitro uvjetima,
podaci o uc¢inku ozona na mikroorganizme u zraku su relativno slabo dostupni [150,151].

U novije vrijeme pandemija SARS-CoV-2 virusa je potencirala istrazivanja o
biocidnom ucinku ozona za dezinfekciju prostora [152,153], stoga je zbog utvrdivanja
cjelovitog biocidnog potencijala plinovitog ozona u praksi ispitivan je i u¢inak plinovitog ozona
in situ.

In situ dio istraZivanja proveden je u sobi za postoperativni oporavak Opée bolnice dr.
Ivo Pedisi¢ u Sisku gdje je pra¢en ucinak plinovitog ozona na ukupan broj bakterija u zraku,
ucinak na mikrobiolosku Cisto¢u prostora te u¢inak na ukupan broj kultivabilnih stanica u
biofilmu referentnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus.

Nakon tretmana plinovitim ozonom u koncentraciji od 25 ppm tijekom 1 sata izlaganja
doslo je do redukcije ukupnog broja bakterija u zraku sobe za postoperativni oporavak, $to se
podudara s rezultatima istrazivanja provedenim od strane Moccia i sur. [151], a Sto je suprotno
istrazivanju Le Hoang Tu i sur. gdje je uocena potpuna inhibicija [168]. lako je ukupno
smanjenje broja bakterija u zraku neznatno variralo ovisno o mjestu uzorkovanja, na svim
lokacijama uzorkovanja (n=3) je doSlo do statisticki znacajnog smanjenja ukupnog broja
bakterija.

Takoder, plinoviti ozon je uzrokovao statisticki znacajno smanjenje ukupnog broja

bakterija sa svih uzorkovanih nezivih povrSina (n=5) u sobi za postoperativni oporavak te
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potpuno odsustvo enterobakterija nakon tretmana, iako su varijacije u ukupnom smanjenju
varirale ovisno o lokaciji uzorkovanja.

Navedene varijacije u ukupnom smanjenju broja mikroorganizama se mogu objasniti
kinetikom ozona u prostoru te nejednakom distribucijom, a koja je potrebna za ujednaceni
biocidni u¢inak [182,251].

Osim navedenog, plinoviti ozon je in situ uzrokovao redukciju ukupnog broja bakterija
u biofilmu referentnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na
keramici i na polistirenu. lako je smanjenje ukupnog broja bakterija nakon tretmana plinovitim
ozonom bilo statisti¢ki znacajno u veéini slu¢ajeva u usporedbi s kontrolnom skupinom,
redukcija je varirala od 0,31 logi0CFU? do 0,57 log1oCFU?, §to je znaajno manje u usporedbi
s redukcijama uocenim u in vitro istrazivanju. Opisano se moze obrazloziti ve¢om zapreminom
sobe, razli¢itom kinetikom plina, razli¢itom vlaznosti zraka te prisustvom vecée koli¢ine raznih
materijala, kao i prisustva zaostale organske tvari u sobi s kojima je 0zon mogao reagirati
[188,194,252].

lako je plinoviti ozon u koncentracijama od 25 ppm tijekom sat vremena izlaganja
uzrokovao statisticki znacajnu redukciju ukupnog broja kultivanilnih, vijabilnih bakterija i
ukupne biomase model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus nije u potpunosti
eradicirao biofilm s keramike i polistirena. Opisano potvrduje iznimnu sposobnost biofilma da
odolijeva nepovoljnim okoliSnim uvjetima te da pokazuje osobine povecane otpornosti na
dezinfekciju, posebice dezinfekciju uz pomoé¢ jedne vrste biocidne aktivne tvari
[63,74,80,101,102,111].

Kombinirana uporaba dvije ili vise biocidnih aktivnih tvari moze dovesti do jaceg
antimikrobnog uéinka, rezultirajuc¢i koriStenjem manjih doza pojedina¢nih biocida [172,253]
Sto rezultira boljim uc¢inkom na okoliS. Postoje brojna istraZivanja koja navode kombiniranu
uporabu nekoliko vrsta biocidnih aktivnih tvari za bolji antibiofilm ucinak
[172,179,201,254,255] Osim toga, velika koli¢ina zaostale biomase na keramici i polistirenu
ukazuje na nuznost mehanickog ciS¢enja koje mora prethoditi svakom postupku dezinfkcije,
neovisno o dezinfekcijskog sredstva [82,128].

Naposlijetku, prilikom ocjenjivanja uc¢inkovitosti plinovitog ozona na biofilm odabranih
model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus treba uzeti u obzir cjeloviti pristup
te sagledati ne samo biocidni potencijal plinovitog ozona, nego 1 nacin primjene, prakti¢nost
primjene, cijenu nabavke, toksi¢ni u€inak na Covjeka i okolis, tj. sve pozitivne i negativne
nacine primjene. Svakako je jedna od pozitivnih strani koristenju plinovitog ozona upravo nacin

i prakti¢nost primjene, buduéi da plin ima fluidna svojstva te moze doprijeti do povrSina koje
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je inace tesko mehanicki ocistiti i dezinficirati klasi¢nim teku¢im dezinficijensom [77]. Osim
toga, moze se primjenjivati za trenuta¢nu dezinfekciju velikih prostora u kojima je ucestali
obrtaj ljudi [256]. Plinoviti ozon je jeftin za primjenu buduéi da se mozZe generirati iz zraka
putem prenosivog mobilnog generatora ozona. Smatra se ekoloski prihvatljivim sredstvom za
dezinfekciju bududi da se raspada na kisik te ne stvara toksi¢ne rezidue, ali isto tako ni otpad
od zaostale ambalaze [78,112,142,159].

Bolnicki sustavi, tijekom rutinskog rada, a posebice u vrijeme epidemija ili pandemije
koriste velike koli¢ine dezinfekcijskih sredstava u prevenciji i kontroli infekcija te se smatra da
ukupno 3% medicinskog otpada sacinjava otpad od koriStenih kemikalija [257], $to posljedicno
predstavlja problem za manipulaciju i odlaganjem.

Upravo zbog sve vecih problema s klimatskim promjenama, odlaganjem otpada i
uporabom toksi¢nih kemikalija, Europska Komisija je izdala Kemijsku strategiju za odrzivost,
strateSki dokument koji proizlazi iz Zelenog plana Europske unije i dio europskog puta prema
ostvarenju prvog klimatski neutralnog kontinenta do 2050. Navedena Strategija predstavlja
okvire za temeljitu transformaciju postoje¢eg zakonodavstva o kemikalijama te propagira
prelazak na manje toksi¢ne kemikalije i poti¢e inovativni pristup [137].

Od negativnih strana kori$tenja plinovitog ozona istice se neugodan miris te njegova
toksi¢nost za ljude uz postojanje granice izloZenosti na radnom mjestu, koja je u Republici
Hrvatskoj propisana Pravilnikom o zaStiti radnika od izloZenosti opasnim kemikalijama na
radu, granicnim vrijednostima izloZenosti 1 bioloSkim grani¢nim vrijednostima (“Narodne
novine”, br. 91/18) [157] i iznosi 0,2 ppm. Osim toga, postojeca legislativa u Republici
Hrvatskoj ogranicava koriStenje plinovitih dezinficijenasa isklju¢ivo na ovlaStene tvrtke 1
educirano osoblje [258]. Ozon je izrazito osjetljiv na organsku tvar, stoga njegovoj uporabi
mora prethoditi ¢iS¢enje, kako se ne bi smanjivala njegova ucinkovitost [170,233].

Nadalje, ukoliko bi se ocjenjivala ucinkovitost plinovitog ozona prema trenuta¢no
vaze¢im Europskim standardima EN13272 za odredivanje ucinkovitosti biocidnih aktivnih
tvari izdanom po Europskom odboru za standardizaciju, plinoviti ozon se ne bi mogao
okarakterizirati kao ucinkovit, budu¢i da se biocidi koji pokazuju redukciju vecu od 5
logi0CFUcm? smatraju uéinkovitima, ali uz ispitivanja provedena na planktonskim oblicima
bakterija [259]. Upravo manjkavost trenuta¢nih standarda za ocjenjivanje biocidne
ucinkovitosti obzirom na nedostatak ispitivanja na bakterijskom biofilmu ide u prilog ovakvim

istrazivanjima.
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Zaklju¢no, plinoviti ozon u koncentraciji od 25 ppm tjekom sat vremena izlaganja
uzrokuje statisticki znac¢ajno smanjenje ukupnog broja kultivabilnih i vijabilnih bakterija te
ukupne biomase biofilma K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na keramici i polistirenu,
medutim uz odsustvo eradikacije. Za bolji antibiofilm ucinak se preporuca prethodno
intenzivno mehanicko ¢iS¢enje uz uporabu klasi¢nih deterdZenata te dezinfekciju uz dvije ili

viSe biocidne aktivne tvari.
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6. ZAKLJUCCI
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U ovom radu se prvi put ispituje u¢inak plinovitog ozona na biofilm visestruko
otpornih model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na keramici i
polistirenu uz prisutnost manjeg i veceg organskog opterecenja

Svi odabrani visestruko otporni model organizmi K. pneumoniae i A. baumannii
stvaraju statisticki znacajnu koli¢inu biofilma na keramici i polistirenu uz prisutnost
manjeg i veceg organskog opterecenja

Svi odabrani viSestruko otporni model organizmi S. aureus stvaraju statisticki
znacajnu koli¢inu biofilma na keramici i polistirenu uz prisutnost veceg organskog
opterecenja

Utvrdene su razlike u fizikalno — kemijskim karakteristikama odabranih model
organizama na nacin da sojevi K. pneumoniae i A. baumannii pokazuju pretezito
hidrofilna i Kisela svojstva, dok sojevi S. aureus pokazuju pretezito hidrofobna i
bazi¢na svojstva

Oba materijala odabrana za stvaranje biofilma (keramika i polistiren) su pokazala
hidrofilna svojstva i glatku povrsinu

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statisticki znacajnu redukciju ukupnog broja kultivabilnih
bakterija u biofilmu za sve odabrane sojeve model organizama K. pneumoniae, A.
baumannii na keramici i polistirenu uz prisustvo manjeg i veceg organskog
opterecenja

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm 1 vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statisti¢ki znacajnu redukciju ukupnog broja kultivabilnih
bakterija u biofilmu za sve odabrane sojeve model organizma S. aureus na keramici
1 polistirenu uz prisustvo veéeg organskog optere¢enja

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statisticki znac¢ajnu redukciju ukupne biomase utvrdene kristal
violet bojenjem za sve odabrane sojeve model organizama K. pneumoniae, A.
baumannii na keramici i polistirenu uz prisustvo manjeg i veceg organskog
opterecenja

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statisticki znacajnu redukciju ukupne biomase utvrdene kristal
violet bojenjem za sve odabrane sojeve model organizama S. aureus na keramici i

polistirenu uz prisustvo veceg organskog opterecenja
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Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izlozenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statisticki zna¢ajnu redukciju ukupnog broja vijabilnih bakterija
utvrdeno ATP bioluminiscencijom za sve odabrane sojeve model organizma K.
pneumoniae i A. baumannii na keramici uz prisustvo manjeg i veéeg organskog
opterecenja

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statisticki zna¢ajnu redukciju ukupnog broja vijabilnih bakterija
utvrdeno ATP bioluminiscencijom za sve odabrane sojeve model organizma S.
aureus na keramici uz prisustvo veéeg organskog opterecenja

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje statistiCki znacajan porast reaktivnih kisikovih vrsti (ROS) u
svim odabranim sojevma model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S.
aureus

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izlozenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje promjene u topologiji i trodimenzionalnoj strukturi biofilma na
nacin da uzrokuje kavitacije u biofilmu, agregacije stanica i prostore bez prisutnosti
stanica

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm 1 vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje morfoloske promjene u stani¢noj stijenci odabranih
reprezentativnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus
na nacin da stvara ulegnuca i invaginacije te rupture kod S. aureus

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm 1 vremenu izloZenosti od 1 sat
uzrokuje uzrokuje promjene u permeabilnosti stanicne membrane odabranih
reprezentativnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus
Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti 1 sat uzrokuje
statistiCki znaCajnu redukciju ukupnog broja bakterija u zraku sobe za
postoperativni oporavak Opée-bolnice-drtvoPRedisié-u-Sisku

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti 1 sat uzrokuje
statisti¢ki znacajnu redukciju ukupnog broja bakterija na nezivim povrsinama sobe
za postoperativni operavak Opée-bolnice-drlvo-PRedisié-u-Sisku

Plinoviti ozon u ciljnoj koncentraciji od 25 ppm i vremenu izloZenosti 1 sat uzrokuje

statistiCki znacajnu redukciju ukupnog broja kultivabilnih bakterija odabranih
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referentnih sojeva model organizama K. pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na
keramici i polistirenu

Plinoviti ozon uzrokuje znac¢ajnu redukciju ukupnog broja kultivabilnih i vijabilnih
bakterija te ukupne biomase, medutim kao samostalno dezinfekcijsko sredstvo ne
uklanja u potpunosti biofilm odabranih visestruko otpornih model organizama K.
pneumoniae, A. baumannii i S. aureus na keramici i polistirenu

Za potpuno uklanjanje biofilma preporuca se obvezno mehanicko ¢is¢enje nezivih
povrsina sa deterdzentima uz kombiniranu uporabu dva ili viSe dezinfekcijska

sredstava
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POPIS POKRATA

AFM — mikroskop atomskih sila (eng. atomic force microscopy)
AMK — amikacin;
AMX — amoksicilin
AMX-C — amoksicilin klavulanska kiselina
ATP — adenozin trifosfat
CAM —mjerenja kontaktnog kuta (eng.,contact angle measurement)
CAZ — ceftazidim
CDP — cefpodoksim
CEX — cefaleksin
CFIMP — cefepim
CFIX — cefiksim
CFU - broj poraslih kolonija (eng. colony forming units )
CIP — ciprofloksacin
CIX — ciprofloksacin;
CLA — klaritromicin
CLN — klindamicin
CLOX — kloksacilin
COL - kolistin
CRO - ceftriakson; ceftazidim
CXM - cerufoksim
DCFH-DA - 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat
DNK- deoksiribonukleinska kiselina
EPS — izvanstani¢na polimerna tvar (eng., extrcellular polymeric substance)
ESBL - 3 — laktamaze Sirokog spektra (engl., extended spectrum 5 — lactamase)

ESKAPE - Enterococcus faecium (E), Staphylococcus aureus (S), Klebsiella pneumoniae (K),
Acinetobacter baumannii (A) 1 Enterobacter species (E)

ETP — ertapenem
FO — fizioloska otopina

GEN — gentamicin
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HPV — para vodikovog peroksida

I — intermedijarno (eng., intermediate, I),

IMP — imipenem

IMP — imipenemaza (eng., imipenemase)

KPC - K. pneumoniae karbapenemaza (eng., K. pneumoniae carbapenemase)
LZD - linezolid

MATS — mikrobna adhezija prema otapalima (eng. microbial adhesion to solvents)
MBL - metalo-beta-laktamaze (eng., metallo-beta-lactamase)

MDR - visestrukootporni

MDRO - Visestrukootporni mikroorganizmi - eng. multidrug resistant ogranisms,
MEM — meropenem

MH — Muller Hinton

MHB — Muller Hinton bujon

MRSA - meticilin — rezistentni Staphylocuccus aureus

NDM - New Delhi metalo beta laktamaza (eng., New Delhi metallo- 3 — lactamase)
NRFX — norfloksacim;

OPA — orto-ftalaldehid

OXA — oksacilinaza (eng., oxacillinse)

PBP2a — protein koji veZze peniclin (eng., penicillin binding protein 2a)

PEN — penicilin

PI — propidium jodid

R — otporan (eng., resistant, R)

RLU- relativne jedinice svjetla (eng. relative light units)

RMS — kvadratna sredina (eng. root mean square)

ROS - reaktivne kisikove vrste (eng., reactive oxygen species)

S — osjetljiv (eng., sensitive, S)

SAM — ampicilin + sulbaktam,;

SCCmec - stafilokokna kromosomska mec kaseta (engl. Staphylococcal Cassette
Chromosome mec SCCmec)

SXT — sulfametoksazol trimetoprim,;

TC — tigeciklin;
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TZP — piperacili tazobactam

UV - ultraljubicasto

VAN — vankomicin

VBNC - vijabilno nekultivabilno (eng., viable but nonculturable)

VIM - Verona integron-kodirana metalo beta laktamaza (eng., Verona integron — encoded
metallo- 3 — lactamase)
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