Utjecaj konstrukcijskog materijala cjevovoda na razvoj biofilma i prisutnost Legionella spp. u vodoopskrbnom sustavu

Anita Rakić1*, Jelena Perić2, Nives Štambuk-Giljanović3
1Nastavni zavod za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske županije, Vukovarska 46, 21000 Spli, Hrvatska 

2Sveučilište u Splitu, Kemijsko-tehnološki fakultet, Zavod za inženjerstvo okoliša, Teslina 10, 21000 Split, Hrvatska

3Sveučilište u Splitu, Medicinski fakultet, Šoltanska 2, 21000 Split, Hrvatska

Jedan od uzroka onečišćenja vode za piće je stvaranje biofilmova unutar vodoopskrbnog sustava u kojima se mogu nalaziti bakterije Legionella spp..

U vodoopskrbnom sustavu biofilmovi se mogu stvarati u različitim fazama priprave i distribucije vode za piće i to na površinama gdje voda dodiruje čvrstu podlogu kao što su površine tijela ispune filtra, stjenke vodosprema, cjevovoda i armatura.

U sklopu istraživanja je provedena anketa o tehničko-tehnološkim karakteristikama vodoopskrbnih sustava dvaju objekata. Anketom su prikupljeni podatci o konstrukcijskom materijalu, tipu bojlera i sustavu grijanja vode. U jednom objektu su vodovodne instalacije izrađene od plastičnih, a u drugom od pocinčanih cijevi. U razdoblju od 2009. do 2012. godine u uzorcima tople vode iz oba objekta određivani su utjecaji tehnoloških čimbenika, u vodoopskrbnom sustavu ispitivanih objekata, na prisutnost i koncentraciju Legionella spp..

Iz 126 uzoraka tople vode koji su uzeti iz pocinčanih cijevi Legionella spp. je izolirana iz 38 (30,1%) uzoraka. Nasuprot tome, iz 92 uzorka uzeta iz objekta koji ima cjevovod izrađen od plastičnih cijevi Legionella spp. je izolirana iz 19 (20,6%) uzoraka. 

Hrapave površine pocinčanih cijevi kao posljedica korozije, pogoduju razvoju i stabilnosti biofilmova i povoljna su mjesta za kolonizaciju mikroorganizama. Legionella spp. se teško može eliminirati iz nastalih biofilmova unutar vodoopskrbnih sustava, ali kontrolom čimbenika koji utječu na njen opstanak i razmnožavanje može se smanjiti opasnost od legionarske bolesti. 
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One of the causes of pollution of drinking water is the creation of biofilms within the water supply system which may include bacteria Legionella spp. 

The water supply system biofilms can be created in various stages of production and distribution of drinking water and in areas where the water is touching a solid surface such as the surface of the filter body fills, walls, water tanks, pipes and valves. 

As part of the research was conducted surveys on the technical and technological characteristics of the water supply systems of two objects. The survey collected data on the structural material, the type of boiler and heating system water. In one building the plumbing made of plastic, and the second of galvanized pipe. In the period from 2009th to 2012th in hot water samples from both facilities were determined effects of technological factors, the water supply system of the examined object, the presence and concentration of Legionella spp.. 
126 samples from the hot water taken from galvanized pipe Legionella spp. was isolated from 38 (30.1%) samples. In contrast, the 92 samples taken from the facility that has a pipeline made of plastic pipe Legionella spp. was isolated from 19 (20.6%) samples. 

Rough surfaces of galvanized pipe as a result of corrosion, conducive to the development and stability of biofilms and are good places for colonization of microorganisms. Legionella spp. are difficult to eliminate from the resulting biofilms within water systems, but the control of the factors that affect its survival and reproduction can reduce the risk of Legionnaires' disease. 
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Uvod


Zdravstveno ispravna voda za piće je jedan od temeljnih preduvjeta kvalitete čovjekova življenja i očuvanja njegova zdravlja. Većina stanovništva (80%) u Republici Hrvatskoj priključeno je na javnu vodoopskrbu, dok se ostali dio stanovništva opskrbljuje iz individualnih vodovoda ili cisterni1. 
Ispitivanje zdravstvene ispravnosti vode za piće kontinuirano se provodi uzimajući uzorke iz objekata priključenih na javnu vodoopskrbnu mrežu. 
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Slika 1. Shematski prikaz vodoopskrbnog sustava2.


Sirova voda s izvorišta, odnosno voda koja se preko vodozahvatnih građevina uzima za javnu vodoopskrbu, sadrži različite otopljene i/ili raspršene tvari. Stoga se obrađuje u cilju dobivanja vode pogodne za piće u skladu s Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti vode za piće3. Voda za piće, prije nego što dođe do potrošača, prolazi nekoliko faza pročišćavanja.

Priprava vode za piće najčešće obuhvaća taloženje, koagulaciju/flokulaciju, filtraciju i dezinfekciju, a prema potrebi i posebne procese obrade sirove vode.

Da bi obrađena sirova voda svoje karakteristike zadržala do krajnjih potrošača neophodni su sigurni i zdravstveno ispravni svi dijelovi vodoopskrbnog sustava, a posebno se to odnosi na konstrukcijske materijale koji se koriste za distribuciju vode (cjevovodi i armatura), te na održavanje optimalnih radnih uvjeta u vodoopskrbnom sustavu2,4. 

Fluktuacije protoka i tlaka, temperature, te dinamika korištenja vode kao i korozija metalnih cijevi i armatura neki su od čimbenika koji mogu prouzročiti promjene kakvoće vode u vodoopskrbnoj mreži, posebno u sustavima opskrbe toplom vodom5-7. 
Fizikalni, kemijski i biološki pokazatelji kakvoće vode u vodoopskrbnom sustavu su u međusobnoj korelaciji. Stoga, vodoopskrbni sustav predstavlja kemijsko-biološki reaktor u kojemu se odvijaju međusobno povezane reakcije.
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Slika 2. Shematski prikaz poprečnog presjeka vodovodne cijevi8.


Tijekom vremena unutrašnje površine vodoopskrbnog sustava, uslijed fizikalno-kemijskih i bioloških reakcija, budu prekrivene različitim organskim i anorganskim naslagama, vodenim kamencem, različitim metalnim oksidnim i hidroksioksidnim spojevima, te organometalnim spojevima, kao i biofilmovima s različitim mikroorganizmima.
Najčešći uzroci onečišćenja vode za piće u vodoopskrbnom sustavu su:


- korozija metalnih cjevovoda i armatura


- taloženje vodenog kamenca


- stvaranje biofilmova na unutrašnjim stjenkama vodovodnih cijevi.


Na navedene uzroke onečišćenja veliki utjecaj imaju vrijednosti temperature, pH, tvrdoća i prisutnost drugih kemijskih elemenata u vodi, te vrste konstrukcijskog materijala cjevovoda kojim se voda distribuira do potrošača9. 

Jedan od mehanizama djelovanja mikroorganizama unutar biofilma na unutarnje stjenke vodovoda je stvaranje velike količine biološke mase, koja čvrsto prianja na metalne površine. Ispod takvih naslaga dostupnost kisika je vrlo mala, u odnosu na dobro aerirane rubove, uslijed čega dolazi do stvaranja članaka diferencijalne aeracije. Dio koji je prekriven biološkom masom predstavlja anodu i upravo taj dio cjevovoda korodira10. Naslage produkata korozije smanjuju životni vijek metalnih dijelova vodoopskrbnog sustava te povećavaju raspoloživu površinu za kolonizaciju mikroorganizama i stvaranje biofilmova. Isto tako, u uvjetima slabijeg protoka vode dolazi do bržeg stvaranja biofilma.
Dakle, sve ove promjene su posljedica:


- reakcija između vode i tvari u vodi sa stjenkama cijevi i armatura


- različitih fizikalnih, kemijskih i bioloških reakcija u samoj vodi tijekom njezinog


putovanja od ulaza u vodoopskrbni sustav do potrošača. 


U vodoopskrbnom sustavu biofilmovi se mogu stvarati u različitim fazama priprave i distribucije vode za piće i to na površinama gdje voda dodiruje čvrstu podlogu (površine čestica ispune filtra, stjenke vodospreme, cjevovodi, mrežice na slavinama, rozete na glavama tuša). Biofilm predstavlja zajednicu mikroorganizama koji su međusobno i sa supstratom ireverzibilno povezani. Stvoreni biofilm na taj način štiti mikroorganizme od vanjskih utjecaja.


U prvoj fazi stvaranja biofilma organske tvari iz vode pripremaju površinu podloge, odnosno neutraliziraju površinski električni naboj koji može sprječavati pričvršćivanje nadolazeće bakterijske stanice. Potom slijedi stvaranje izvanstaničnih polimera, koji ne samo da drže biofilm zajedno već ga učvršćuju za stjenke objekata vodoopskrbnog sustava, te naposljetku dolazi do porasta biofilma11.

Najveći dio volumena biofilma (75 – 95%) sastoji se od izvanstaničnih polimera koji su napunjeni vodom, a ostatak čine mikrobiološke vrste. Posljedica toga je želatinozna i klizava površina biofilma. Stvaranje biofilma na površinama unutar vodoopskrbnog sustava je pod utjecajem mnogih čimbenika: vrste konstrukcijskog materijala cjevovoda, vrste i koncentracije hranjivih tvari, te sredstava za dezinfekciju u vodovodnoj vodi12. 

Proučavan je utjecaj različitih vrsta konstrukcijskih materijala i temperature vode na stvaranje biofilma gdje je dokazano da više temperature i prisutnost većih koncentracija bakrovih iona inhibiraju rast Legionella spp.12. Wadowsky i sur.13 kao i Borella i sur.14 istraživali su kako utječe vrsta materijala na stvaranje biofilma, te na kolonizaciju Legionella spp.. Njihovi rezultati ukazuju da je na površinama glatkih cijevi određena manja prisutnost i koncentracija mikroorganizama nego na hrapavijim površinama.


Neki čimbenici povezani s rastom i razmnožavanjem Legionella spp. u toplovodnom sustavu su: tip grijača, udaljenost i kapacitet spremnika tople vode, sastav i koncentracija mineralnih tvari u vodi te starost cjevovoda vodoopskrbnog sustava15. 
Isto tako, klor i druga sredstva za dezinfekciju vode ne pokazuju jači biocidni učinak, jer mikroorganizmi prisutni u biofilmovima posjeduju povećanu toleranciju prema biocidima i teško se uklanjaju, osobito s nedostupnih površina (rubni i slijepi završetci cijevi, T-profili). Stvaranje biofilmova na površinama vodovodnih cijevi za posljedicu ima rekontaminaciju vode za piće nakon dezinfekcije, te nastajanje mikrokorozije metalnih dijelova vodoopskrbnog sustava ispod sloja biofilma. 
Materijali i metode


U sklopu istraživanja je provedena anketa i prikupljene su informacije o tehničkim čimbenicima koji mogu utjecati na kakvoću tople vodovodne vode. Anketom su dokumentirani podatci o materijalu od kojega je cjevovod napravljen, o tipu bojlera i sustavu grijanja vode u istraživanim objektima. 

U razdoblju od 2009. do 2012. godine prikupljeno je 218 uzoraka tople vode iz jednog hotela i jednog doma za starije i nemoćne osobe na području Splitsko-dalmatinske županije. U uzetim uzorcima tople vode određivana je prisutnost i koncentracija Legionella spp..

Prikupljanje uzoraka


Prije uzorkovanja, ukoliko su zatečeni, uklone se nastavci sa slavina kao što su gumena crijeva ili metalne mrežice, pusti hladna voda da teče jakim mlazom barem 3 minute. Nakon toga, oprezno se spali otvor slavine plamenikom i otvori se slavina s toplom vodom da teče 1 – 2 minute, te se uzorkuje u sterilizirane boce, volumena od 1000 ml, u koje je prethodno automatskim pipetorom dodano 0,1 ml 10%-tne otopine natrijeva tiosulfata. Ukoliko je u vodi prisutan slobodni rezidualni klor, natrijev tiosulfat blokira njegovo daljnje djelovanje u uzorku. Nakon opreznog skidanja čepa s boce, boca se napuni s toplom vodom do iznad oznake za 1000 ml. Sterilna boca se ne smije napuniti do vrha da bi se uzorak mogao promiješati prije analize. Uzorak vode se dostavlja u laboratorij na bakteriološku analizu u roku od šest sati u ručnom hladnjaku pri 4°C. 

Mikrobiološke analize

Mikrobiološke analize provodile su se isti dan, po primitku uzoraka u laboratorij. Kultivacija i identifikacija Legionella spp. se provodila prema ISO 1173116.

Rezultati i rasprava

Na temelju rezultata analize Legionella spp. u uzorcima tople vode, utvrđen je veći broj uzoraka pozitivnih na Legionella spp. u uzorcima koji su uzeti iz vodovodnih sustava s pocinčanim cijevima, u odnosu na uzorke uzete iz cjevovoda od plastičnih cijevi.

Tablica 1. Tehničke karakteristike objekata i prisutnost Legionella spp. u uzorcima tople vode.
	Tehničke karakteristike objekata
	OBJEKTI

	
	O1
	O2

	Cjevovod:

plastične cijevi
	x
	Da

	pocinčane cijevi
	Da
	x

	Sustav grijanja vode:

centralni
	Da
	Da

	nezavisni
	Da
	x

	Tip bojlera:

akumulacijski
	Da
	Da

	ukupni broj uzoraka 
	126
	92

	broj uzoraka pozitivnih na Legionella spp. 
	  38
	19



Iz Tablice 1. se vidi da je od 126 uzoraka tople vode koji su uzeti iz pocinčanih cijevi Legionella spp. izolirana u 38 (30,1%) uzoraka. Nasuprot tome, u 92 uzorka vode uzeta iz objekta koji ima cjevovod od plastičnih cijevi dokazano je 19 (20,6%) uzoraka pozitivnih na Legionella spp.. Prema spoznajama Borelle i sur.14 prisutnost mikrobioloških vrsta i opasnost od zaraze s mikroorganizmima je veća u objektima s centralnim sustavima za grijanje vode u usporedbi s objektima koji imaju nezavisan sustav grijanja vode. U ovoj studiji to se ne može sa sigurnošću utvrditi, jer Objekt 1 u kojemu je dokazana povećana prisutnost Legionella spp. ima centralni i nezavisan sustav za grijanje vode.

Obradom podataka iz provedene Ankete, ustanove iz kojih su uzeti uzorci za analizu koriste isključivo akumulacijski tip bojlera, pa se ne može govoriti o utjecaju tipa bojlera na promjene u kakvoći vode koje nastaju unutar cijevi vodovodnog sustava.

Na Slici 3. prikazane su koncentracije Legionella spp. u pozitivnim uzorcima vode uzetim iz pocinčanih i plastičnih cijevi.
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Slika 3. Dijagram koncentracije Legionella spp. u pozitivnim uzorcima vode s obzirom na vrstu cijevi iz kojih su uzeti uzorci za analizu u razdoblju od 2009. do 2012. godine.

Kod obje vrste cijevi se vidi povećanje koncentracije Legionella spp. s vremenom. Na dijagramu je vidljiva veća koncentracija Legionella spp. u uzorcima vode iz sustava s pocinčanim cijevima. To je povezano s utjecajem produkata korozije pocinčanog cjevovoda, a s vremenom je taj utjecaj izraženiji. Naime, produkti korozije potpomažu razvitak biofilma, koji se čvršće pričvršćuju na hrapavijim površinama cijevi, te osiguravajući uvjete za bržu kolonizaciju Legionella spp.. To ukazuje da sustavi za distribuciju tople vode s pocinčanim cijevima, predstavljaju veću opasnost za razvitak biofilma i za preživljavanje Legionella spp. u odnosu na plastične cijevi. Na glatkim unutarnjim površinama plastičnih cijevi biofilmovi se slabije pričvršćuju i mehanički otkidaju uz povećane protoke vode. 
Rezultati ovoga istraživanja se poklapaju s rezultatima Borelle i sur.14 koji su u svojem istraživanju došli do sličnih spoznaja.

Zaključak


Bakterije roda Legionella spp. su oduvijek prisutne u prirodi i ne može ih se potpuno ukloniti iz vodovodnih sustava, jer su sve prisutne u prirodi. Nužno je reducirati čimbenike koji utječu na opstanak i razmnožavanje Legionella spp. jer se na taj način može smanjiti opasnost od obolijevanja od legioneloza. Prvenstveno je potrebno razvijanje i redovito provođenje programa za tehničko održavanje vodovodnih sustava (dobra praksa za čišćenje i periodična zamjena dijelova vodovodnog sustava) i rashladnih tornjeva. Nužno je redovito vršiti i mikrobiološku kontrolu vode kao i održavanje temperature hladne vode ispod 20°C, odnosno tople iznad 50°C17.
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