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Uloga vode u prirodi je vise nego znacajna - voda je neophodna za odrZavanje Zivota svih
Zivih bic¢a. Kvalitet vode, bez obzira da li se ona koristi za pice ili za navodnjavanje,
industrijsku preradu hrane ili pak u rekreativne svrhe, ima veoma vazan uticaj na zdravlje.
Virusi imaju poseban znacaj za zdravlje ljudi i Zivotinja zbog njihove Siroke distribucije,
brzog prenosenja i velikog ekonomskog uticaja (Barardi i sar, 2012). Prisustvo patogenih
virusa ljudi i Zivotinja u vodi reflektuje fekalnu kontaminaciju i ukazuje na opasnost za
zdravlje ljudi i Zivotinja, Sto predstavlja osnovni razlog za neophodnost praéenja virusoloske
ispravnosti povrsinskih voda. Ljudi i Zivotinje izlu€uju viSe od 100 vrsta patogenih virusa u
spoljasnju sredinu (Melnick, 1984). Pored toga $to izazivaju akutne bolesti virusi su veoma
bitni za javno zdravlje zbog niske infektivhe doze (Fong i Lipp, 2005). lako nekoliko virusa
mogu izazvati akutni gastroenteritis, humani norovirus (NoV) se pokazao kao uzrocnik
veéine epidemija ne-bakterijskog gastroenteritisa Sirom sveta. Direktan izvor humanog
norovirusa su fekalije ljudskog porekla (EFSA, 2011). | nekoliko drugih RNK virusa poput
rotavirusa, sapovirusa, astrovirusa i enterovirusa mogu izazvati epidemije gastroenteritisa
(Bosch i sar, 2008; Petrovic, 2013). Adenovirusi mogu izazvati mnostvo respiratornih
infekcija, infekcije oka, infekcije urogenitalog trakta, gastroenteritis i encefalitis (Sinclair i
sar, 2009). Humani adenovirusi (HAdV) su predloZeni za indikatore humanog fekalnog
zagadenja u Zivotnoj sredini (Girones, 2006; Wyn-Jones i sar, 2011). Infekcija
adenovirusima svinja (PAdV) obi¢no je asimptomatska, nekada se primete slucajevi blage
dijareje ili blagih respiratornih znakova infekcije (Fong i Lipp, 2005). Poliomavirusi goveda
(BPyV) su relativno otporni na faktore Zivotne sredine i procese inaktivacije i predloZeni su
za indikatore animalnog fekalnog zagadenja u Zivotnoj sredini (Hundesa i sar, 2006; Girones
i sar, 2010; Girones i Bofill-Mas, 2013). Hepatitis E virus (HEV), kao zoonotski virus, kod ljudi
se manifestuje kao akutni ikteri¢ni hepatitis i predstavlja ozbiljan zdravstveni problem u
zemljama u razvoju. Epidemije i sporadi¢ne infekcije u ovim zemljama su rezultat fekalne
kontaminacije vode za pice (Erker i sar, 1999). Hepatitis E virus je znacajno rasprostranjen u
populaciji svinja u Srbiji (Lupulovic i sar, 2010) a samim tim moZe biti prisutan i u
povrsinskim vodama. Infekcija hepatitis A virusom (HAV) je vodeci uzrok akutnog virusnog
hepatitisa Sirom sveta (Hundesa i sar, 2010).

Prisustvo animalnih, humanih a posebno zoonotskih virusa je proucavano i praceno u
mnogim zemljama Sirom sveta (Erker i sar, 1999; Girones, 2006; Kokkinos i sar, 2012). Na

podrucju Srbije se ne prati prisustvo patogenih virusa ljudi i Zivotinja ni u povrsinskim
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vodama, a pa ¢ak ni u vodama za pice, niti je uspostavljena metodologija ovih ispitivanja u
nadleZnim institucijama u Srbiji. Osim toga, tretman otpadnih voda i kanalizacije se retko
sprovodi, ili je u delimi¢noj funkciji, narocito u malim gradovima i selima, kao i u nekim
velikim gradovima u Srbiji. Ovakvo stanje ukazuje na neophodnost uspostavljanja i
uvodenja metodologije analize prisustva patogenih virusa u vodama, kao i ispitivanja
njihovog prisustva u povrsinskim vodama u Srbiji. Shodno tome, po prvi put u Srbiji
sproveden je nadzor u cilju procene prisustva i ucestalosti pojave virusa kod ljudi ((HAdV,
norovirusi genogrupe | i Il (NoV Gl i NoV Gll) i HAV)), Zivotinja (PAdV i BPyV) i zoonotskih
(HEV) virusa u povrsinskim vodama na teritoriji Vojvodine. Adenovirusi su izabrani kao
fekalni pokazatelji na osnovu njihove stabilnosti u okruzenju, a NoV i HAV su izabrani kao
najcesdi izazivaci gastroenteritisa Sirom sveta. Virusi Zivotinja i zoonotski virusi PAdV, BPyV i
HEV su izabrani kako bi se procenilo da li postoji fekalna kontaminacija poreklom od
Zivotinja, i da li ispitivane povrsinske vode predstavljaju moguce rezervoare infekcije, tj.

opasnost za javno zdravlje.
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2.1 KVALITET | ULOGA VODE U PRIRODI

Globalizacija, nove tehnologije i evolucija patogena, ljudi i vektora uticali su na pojavu
novih pretnji na kvalitet vode. Uprkos ulaganjima u tehnologije za poboljSanje kvaliteta
vode, bolesti koje se prenose vodom i dalje imaju velike posledice na javno zdravlje, kako u
industrijski nerazvijenim tako i u razvijenim zemljama (La Rosa i sar, 2012). Kvalitet vode,
bez obzira da li se ona koristi za pice ili za navodnjavanje, industrijsku preradu hrane ili pak
u rekreativne svrhe, ima veoma vazan uticaj na zdravlje. Voda za pice, povrsinske vode kao
i vode za rekreaciju u Srbiji se kontroliSu sa mikrobioloSkog aspekta pretezno primenom
bakterioloSkih pokazatelja, odnosno utvrduje se bakterioloski kvalitet vode. Do sada nisu
pronadeni elektronski dostupni podaci o utvrdivanju prisustva virusa u povrsinskim i
drugim vodama u Srbiji. S” tim u vezi, stanje optereéenosti povrsinskih voda patogenim
virusima ljudi i Zivotinja u Srbiji je potpuno nepoznato, a samim tim je nepoznat i rizik za
zdravlje ljudi i Zivotinja od mogudih infekcija i epidemija. Prisustvo patogenih virusa ljudi i
Zivotinja u vodi reflektuje fekalnu kontaminaciju i ukazuje na opasnost za zdravlje ljudi i
Zivotinja, Sto predstavlja osnovni razlog za neophodnost pracenja virusoloske ispravnosti
povrsinskih voda.
Mikrobioloski patogeni koji se prenose vodom mogu da izazovu bolest u zavisnosti od doze
i fizickog stanja izloZzenog pojedinca. IzloZenost ovim patogenima ne mora uvek rezultirati
infekcijom, niti infekcija uvek dovodi do bolesti i manifestacije klinicke slike (Pond, 2005).
Tri glavne komponente wuticu na verovatnoéu infekcije ¢oveka patogenim
mikroorganizmima:

e 7Zivotna sredina, koja mora biti povoljna za opstanak patogena i interakciju patogena

sa domadinom;

e patogen mora imati specifi¢an faktor virulencije potreban da izazove infekciju i

e domacin mora biti podlozan infekciji.
Klimatske promene, kao Sto su povisene temperature i ekstremni hidroloski dogadaji
dodatno povecdavaju potencijal za infekcije i bolesti. Poplave uzrokovane obilnim
padavinama mogu stvoriti ogromne povrsine staja¢e vode i samim tim i nove oblasti za
potencijalnu izloZenost patogenima. Razni fizi¢ki, hemijski i bioloski ¢inioci takode mogu
imati uticaj na opstanak patogenih mikroorganizama, kao Sto su sunceva svetlost,

temperatura vode, salinitet, pH, dostupnost hranljivih sastojaka, prisustvo otrovnih
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materija, prisustvo predatora (protozoe i drugi beskicmenjaci) i kompeticija sa autohtonim

mikroorganizama (Robertson i Yasvinski, 2012).

2.2 KONTAMINACIJA POVRSINSKIH VODA

Povrsinske vode mogu biti direkto ili indirektno kontaminirane virusima preko (ne)tretirane
kanalizacione vode ili fekalnog otpada poreklom od Zivotinja (Lodder i de Roda Husman,
2005). Feces i urin poreklom od ljudi i Zivotinja su verovatno najveci izvor patogenih
mikroorganizama za Zivotnu sredinu i u vezi su sa bolestima koje se prenose vodom. Ljudi,
Zivotinje i ptice izbacuju milijarde tona fekalija u Zivotnu sredinu svake godine. Veéi deo
njihovog fecesa dospeva u povrsinske vode direktno defekacijom ili indirektno nakon
tretmana otpadnih voda, spiranjem tokom i nakon padavina. Pored toga Sto cesto
kontaminiraju vodu koja se koristi za kupanje i rekreaciju, tako i veoma cesto dolazi do
zagadivanja vode koja se koristi za pi¢e i navodnjavanje useva (Bartram i sar, 2012). Ovaj
fekalni otpad moZe sadrzati patogene mikroorganizme koji mogu predstavljati rizik za ljude
izloZene zagadenoj povrsinskoj vodi. Studije sprovedene kako u slatkovodnim, tako i u
morskim vodama pokazale su da nivo fekalne kontaminacije u vodi povecava frekvenciju
gastrointestinalnih bolesti kod plivaca (Dufour i sar, 2012). Otpadne vode nakon tretmana
preciS¢vanja se najéesce ispustaju u recipijente kao Sto su reke, jezera i mora. Recipijenti
mogu da se koriste i u druge svrhe, kao Sto su izvori pitke vode, voda za navodnjavanje i
gajenje ribe za ljudsku ishranu ili pak u rekreativne svrhe (Myrmel i sar, 2015). Mnoge reke
koje se nakon tretmana precis¢avanja koriste kao izvori vode za pice, nalaze se nizvodno od
tretiranih otpadnih voda i/ili septickih jama Sto predstavlja veoma ozbiljan problem za
zdravlje ljudi koji se snabdevaju vodom sa ovakvih podruéja. Fekalna kontaminacija
poreklom od Zivotinja mozZe predstavljati rizik za infekciju ljudi virusima, jer su mnogi od
njih zoonozni agensi (Haramoto i sar, 2012). Smatra se da viSe od 1.400 patogenih
mikroorganizama (bakterijski, virusni, parazitski i gljivicni) mogu biti povezani sa bolestima
ljudi. Medu ovim patogenima, priblizno 61,0 % su Zivotinjskog porekla (Bartram i sar, 2012).
Prisustvo enteri¢nih virusa u vodi i drugim uzorcima iz Zivotne sredine ukazuje na fekalnu

kontaminaciju (Buitrago i sar, 2010).
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Broj virusnih Cestica u otpadnoj vodi moZe da varira u zavisnosti od sezone i samog
lokaliteta. Efikasnost tretmana preciS¢avanja takodje uti¢e na brojnost virusa u otpadnoj
vodi (Myrmel i sar, 2015). Fekalni indikatori se koriste dugi niz godina za merenje kvaliteta
vode i utvrdivanje bezbednosti vode za kupacCe. Smatra se da su najveci uzrocCnici
gastrointestinalnih bolesti, narocito kod plivac¢a, upravo virusi (Dufour i sar, 2012). Kod ljudi
sa virusnom infekcijom izlu¢uje se od 10° do 10! virusnih Eestica po gramu stolice i zato je
koncentracija virusa u fekalnim otpadnim vodama veoma visoka (La Rosa i sar, 2012). Cak i
ako je koncentracija virusa veoma niska postoji potecijalna mogucnost od infekcije jer neki
virusi imaju veoma niske infektivne doze.

Analize nepreciscenih otpadnih voda predstavljaju efikasan nacin da se identifikuju
entericni virusi koji cirkuliSu u populaciji. Kanalizacioni sistemi prikupljaju patogene i
otpadne vode se transportuju u postrojenja za tretman. Utvrdeno je da je koncentracija
mikroorganizama u otpadnoj vodi povezana sa incidencijom bolesti u populaciji

stanovnistva (Kaas i sar, 2015).

2.3 PRENOSENJE VIRUSA VODOM

U Evropskoj Uniji 1991. godine je usvojena Direktiva o tretmanu gradskih otpadnih voda
91/271/EEZ, za zastitu vode i Zivotne sredine od Stetnih efekata ispustanja komunalnih
otpadnih voda i pojedinih industrijskih otpadnih voda. Ovo je veoma vazan standard ali se
vrednosti kvaliteta voda koje se ispustaju u povrsinske vode nakon tretmana precis¢avanja
procenjuju na osnovu hemijskih i biohemijskih parametara, ukljucujuéi i biohemijsku i
hemijsku potrosnju kiseonika, ukupne suspendovane materije i ukupan fosfor i azot, a ne
podrazumevaju kontrolu patogena, kao Sto su virusi. U mulju koji preostaje nakon
tretmana preciS¢avanja virusi takode mogu biti prisutni, Sto predstavlja potencijalnu
opasnost (Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).

Patogeni virusi se izluCuju od strane ljudi i Zivotinja u okruzenje kroz fekalije, urin,
pljuvacku, znoj i suze. Samim tim, potencijalni izvori infekcije su voda, kanalizacija, mulj,
dubrivo, vazduh, voce i povrce, skoljke (Lodder i sar, 2015; Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).
Kada se nadu u Zivotnoj sredini, patogeni se transportuju do povrsinskih voda spiranjem,

podzemnim vodama i na mnoge druge nacine (Corsi i sar, 2015). Entericni virusi, ukljucujudi

16



f

o = Prisustvo i rasirenost virusa Zivotinja i ljudi u povrsinskim vodama Vojvodine”

{"\:. Gospava Lazi¢ - Doktorska disertacija
-

NoV, HAV i HEV smatraju se veoma stabilnim. Nakon disperzije virusa u Zivotnu sredinu
inaktivacija zavisi od vrste virusa i sredine u kojoj se nalazi (inaktivacija je brza u te¢nom
nego u ¢vrstom stajnjaku). Enteri¢ni virusi mogu preziveti veoma dugo (¢ak i godinu dana)
na temperaturi ispod 5°C, narocito u odsustvu UV zracenja. Virusi kao $to su HAV, HEV i
NoV su otporni na inaktivaciju veoma dugo vremena (Rodriguez-Lazaro i sar, 2012; Lodder i
sar, 2015).

Povrsinske vode se koriste za proizvodnju pijace vode, u rekreativne svrhe, za uzgoj skoljki,
ribe i za navodnjavanje useva. Ljudi mogu biti izloZzeni patogenima preko kontaminirane
povrsinske vode na nekoliko nacina: preko (neadekvatno) tretirane vode za pice, putem
direktnog uzimanja povrSinske vode tokom rekreativne aktivnosti, ili potroSnjom
kontaminirane hrane ili prehrambenih proizvoda (Lodder i sar, 2015). Brojne epidemije Ciji
su uzrocnici virusi su izazvane fekalno zagadenom vodom za pice i onom koja se koristi za
rekreaciju. Mnogi entericni virusi izazivaju bolesti kod ljudi i Zivotinja a potom se fekalnim

putem izlu€uju u Zivotnu sredinu (SI.1).

HAV, NoV
HRANA KUVANA HRANA /

Bobicasto voce, Skoljke, sveze povrée /

4 g
HAV, NoV IZLOZENOST
< 2 .| ZIVOTINJA

Goveda, svinje
HAV, NoV, SaV
HAV, NoV, SaV K ;
HAV, NoV, SaV, LJUDI : LJUDI :NoV, SaV
HAV, NoV
v
VODA

Slika 1. Putevi prenosenja HAV, NoV i sapovirusa (SAV)
(modifikovano od Taylor, 2011)

Mnoge studije su potvrdile veoma visoku koncentraciju adenovirusa u fekalijama inficiranih
ljudi (oko 10° Eestica virusa u gramu fecesa), ¢ak mnogo visu od enterovirusa. U vodi
adenovirusi mogu da opstanu duZe od enterovirusa i HAV i otporni su na UV zrake. U vodi

koja se koristi za rekreaciju ovaj virus je bitan pokazatelj kvaliteta vode (La Rosa i sar, 2012).
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Norovirusi su otkriveni u rekama, bazenima, podzemnim vodama i vodi za pi¢e Sirom sveta.
Veoma su otporni na nepovoljne uslove Zivotne sredine. Mogu da preZive hlorisanje u
koncentracijama do 10 ppm i temperature ispod 0°C i iznad 60°C (La Rosa i sar, 2012). broj
Cestica NoV u rec¢nim vodama zavisi od (ne)tretiranih ispusta kanalizacije i drugih izvora.
Sezonske varijacije su ispitivane u mnogim studijama i generalno je primeceno da su
norovirusne infekcije ¢eS¢e tokom zime i u rano prolece najverovatnije zbog toga Sto su
niske temperature veoma povoljne za konzervaciju virusa (Mathijs i sar, 2012).

Hepatitis A virus moze da prezivi i do 60 dana u vodi za piée, preko 6 nedelja u re¢noj vodi,
preko 8 nedelja u podzemnoj vodi, pa ¢ak i do 30 nedelja u morskoj vodi. Hepatitis A virusi
su otkriveni u netretiranoj i tretiranoj otpadnoj vodi, povrsinskim i pija¢im vodama. Sto se
tice rekreativnih voda, zabeleZene su Cetiri epidemije hepatitis A virusa, vezane za jezera,
bazene i termalne vode tj. banje (La Rosa i sar, 2012).

Epidemije izazvane hepatitis E virusom su zabeleZene u zemljama sa loSim sanitarnim
uslovima i uglavnhom su povezane sa vodom za pi¢e i kanalizacionom vodom. Takode,
detektovan je i u rekama. Poveéana brojnost ovog virusa u kanalizaciji ukazuje na
potencijalnu kontaminaciju povrsinskih voda, a samim tim na zdravlje ljudi (La Rosa i sar,
2012).

Adenovirusi svinja (PAdV) su visoko prevalentni u populaciji domacih svinja. Izlu€uju se
fekalijama i urinom. Ovi virusi su veoma stabilni u vodi i sluze kao indikator prisustva
fekalne kontaminacije u vodi (Viancelli i sar, 2012).

Reultati mnogih istrazivanja su pokazali da je govedi poliomavirus (BPyV) veoma koristan za

pracenje izvora fekalne kontaminacije u vodi (Hundesa i sar, 2006).

2.4 KARAKTERISTIKE NAJCESCIH VIRUSNIH KONTAMINENATA POVRSINSKIH VODA

2.4.1 Adenoviridae

Porodica Adenoviridae sastoji se od pet seroloski razli¢itih rodova. Rod Mastadenovirus
¢ine virusi koji inficiraju samo sisare. Genom i replikacija su najvise proucavani za Human
mastadenovirus C ali su skoro sva saznanja generalno primenljiva na sve pripadnike roda.

Virusi roda Aviadenovirus inficiraju samo ptice. Adenovirusi ptica izazivaju razli¢ite bolesti
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kao Sto su bronhitis i plu¢ni edem kod razli¢itih vrsta ptica. Rod Atadenovirus ukljucuje
viruse koji inficiraju Sirok spektar domacina, ukljucujuci zmije, gustere, patke, guske,
kokoske i prezZivare. Virion je relativno stabilan i zadrzava infektivnost nakon tretmana
zagrevanja na 56°C nakon 30 minuta. Pojedini atadenovirusi mogu da izazovu hemoragijske
epidemije kod prezivara. Duck atadenovirus A (,egg drop syndrome virus“) je takode
povezan sa odredenim bolestima Zivine koje se globalno karakteriSu naglim smanjenjem
proizvodnje jaja. Ovine atadenovirus D se koristi za ljudske vakcine i genske terapije. Rod
Siadenovirus uklju€uje Frog siadenovirus A i Turkey siadenovirus A, nekoliko virusa
grabljivica i kornjaca. Peti rod je Ichtadenovirus koga Cini samo jedan ¢lan, a to je
adenovirus bele jesetre. Sevenca je duzine 48,395 bp i stoga je duza od sekvence bilo kog
poznatog adenovirusa. Smatra se da ovaj virus nije patogen za ribe (Harrach i sar, 2011,
Maclachlan i Dubovi, 2011).

Humani mastadenovirusi (ranije humani adenovirusi - HAdV) pripadaju porodici
Adenoviridae, rodu Mastadenovirus (Albinana-Gimenez i sar, 2006; Yezli i Otter, 2011). U
izvestaju Medunarodnog komiteta za taksonomiju virusa odobrena su 54 serotipa
klasifikovana u grupe A-G (Tab.1) (Harrach i sar, 2011). Na slici 2. je prikazano filogenetsko

stablo humanih adenovirusa.

Tabela 1. Klasifikacija HAdV prema grupama, serotipovima i mestima infekcije

Grupe Serotipovi Mesta infekcije
A 12,18, 31 gastrointestinalni trakt
B 3,7,16, 21,50, 11, 14, 34, 35 pluca, urinarni trakt
C 1,2,5,6 gornji respiratorni trakt

8,9,10,13,15,17,19, 22, 23, 24, 26, 27, 30, 32,
odi, gastrointestinalni
D 33,36,37,38, 39,42, 43, 44, 45, 46,47, 48, 49, 51,

trakt
20, 25, 28, 29, 53, 54
E 4 respiratorni trakt
F 40, 41 gastrointestinalni trakt
G 52 gastrointestinalni trakt
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Slika 2. Filogenetsko stablo HAdV
(Robinson i sar, 2013)

Humani adenovirusi su DNK virusi srednje veli¢ine (70-90nm), sa ikozaedarnim kapsidom i
vlaknastim nastavcima na svakom vrhu ikozaedra. Kapsid je kubi¢ne simetrije i sastoji se od
252 kapsomere, od kojih su 264 hekson a 12 penton (Glasgow i sar, 2006; MacLachlan i
Dubovi, 2011). Filamentnozni nastavci sluZe za pri¢vrscivanje virusa za celiju domadina i u
zavisnosti od serotipa variraju u veli¢ini i broju (Toogood i sar, 1992; Russell, 2009; San
Martin, 2012). Pored ova tri glavna proteina (hekson, penton i filament), kapsid ima jos 4
dodatna proteina: Illa, VI, VIII i IX (Saban i sar, 2006). Genom cini linearna dvolancana DNK,

molekulske mase od oko 35 kbp koja kod vecine serotipova kodira vise od 30 stukturnih i
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nestrukturnih proteina (SI.3) (Glasgow i sar, 2006; MacLachlan i Dubovi, 2011). Unutar
kapsida nalaze se Cetiri dodatna proteina (V, VII, mu i terminalni protein) i visSestruke kopije
proteaze adenovirusa (Saban i sarj, 2006).

lako svi adenovirusi imaju slicnu morfologiju, organizacija genoma se razlikuje izmedu
virusa razlic¢itih rodova. Vrste roda Mastadenovirus sadrze proteine V i IX. Protein V je
ukljucen u transport virusne DNK u jedro celije a protein IX je aktivator transkripcije. Geni
koji kodiraju proteine Vi IX su odsutni kod adenovirusa ptica, a njihov genom je 20,0-45,0%
veci od genoma mastadenovirusa. Strukturna organizacija genoma vrsta roda Siadenovirus
je jedinstvena po tome Sto geni koji kodiraju proteine Vi IX i regione E1, E3 i E4 su odsutni

(MacLachlan i Dubovi, 2011).

Slika 3. Struktura Cestice adenovirusa
(Glasgow i sar, 2006)

Adenovirusi su prvi put izolovani od strane Rowe i sar. (1953). Citopatogeni efekat koji su
ovi autori uoCili od uzoraka adenoidnog tkiva se smatralo da je nastao od nepoznatog
mikroorganizma koji su nazvali "uzroénik degeneracije adenoida". Nekoliko godina kasnije
¢itava porodica virusa je dobila naziv prema tkivu iz kojeg je izolovan (Tabain, 2011).

Put prenosenja HAdV je fekalno-oralni i aerosolom (Fong i Lipp, 2005). Humani adenovirusi
su uspesno detektovani u razli¢itim uzorcima Zivotne sredine, kao Sto su reke, jezera, voda

iz kanalizacionih sistema, tretirana otpadna voda i bazeni (van Heerden i sar, 2005; Silva i
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sar, 2010, 2011; Rodriguez-Lazaro i sar, 2012). Humani adenovirusi predstavljaju ozbiljan
problem za javno zdravlje jer pripadaju najotpornijim i najprisutnijim virusima u vodi.
Razlog za to je Sto su otporni su na mnoge dezinfekcione tretmane, kao Sto su UV zracenje i
hlor (Pond, 2005; Silva i sar, 2010; Carratala i sar, 2013). Otpornost na UV zracenje je
narocito karakteristicna za serotipove 40 i 41 (Jiang, 2006). Od strane Agencije za zastitu
Zivotne sredine SAD, stavljeni su na listu kandidata koji kontaminiraju vodu za pice. Studije
Sirom evrope su dokazale da oko 20,0 % uzoraka recne i oko 47,0 % morske vode sadrze
adenovirus (Jothikumar i sar, 2005; Wyn-Jones i sar, 2011; Ziros i sar, 2015). Humani
adenovirusi izazvaju najcesSce respiratorne infekcije, gastrointestinalne, urinarne i infekcije
oka, a mogu dovesti do teskih bolesti mozga, srca, bubrega i jetre (Yezli i Otter, 2011).
Simptomi se mnogo cesce javljaju kod dece i imunokompromitovanih osoba. Ovaj virus je
pored rotavirusa primarni uzrok gastroenteritisa kod dece (Jiang i sar, 2006).

Za neke serotipove adenovirusa simptomi variraju u zavisnosti od mesta infekcije. Infekcija
izazvana inhalacijom adenovirusa tip 7 povezana je sa tezom klinickom slikom bolesti
respiratornog trakta, dok oralno prenosenje ovog virusa obi¢no prolazi bez simptoma ili sa
blagom klinickom slikom bolesti. U Australiji u jednoj bolnici je analizirano oko 5000
uzoraka stolice tokom perioda 1981-1996. godine. Rezultati su pokazali da je bilo 3,0 % do
9,0 % slucajeva gastroenteritisa izazvanih HAdV, najc¢es¢e kod dece. Dominantan je bio
serotip 41 (40,0 % do 80,0 %) dok je serotip 40 bio zastupljen u manjem procentu (manje
od 20%). Uocen je i sezonski karakter HAdV. Tip 41 je preovladavao u periodu kasne jeseni,
dok je tip 40 bio zastupljen tokom cele godine (Grimwood i sar, 1995; Pond, 2005).

Humani adenovirusi su prisutni u kanalizacionoj vodi u vecoj brojnosti od ostalih enteri¢nih
virusa i mogu se izlucivati fecesom mesecima nakon infekcije (Bofill-Mas i sar, 2010; Fong i
sar, 2010). Bazirajuci se na njihovim epidemioloskim karakteristikama, HAdV su predloZeni
za indikatore humanog fekalnog zagadenja, iako su i drugi enteri¢ni virusi prisutni tokom
duzeg vremenskog perioda u povrsinskim vodama (Pina i sar, 1998; Bofill-Mas i sar, 2000;
Albinana-Gimenez i sar, 2006; Chigor i Okoh, 2012a; Carratala i sar, 2013). Procenjuje se da
je vise od 90,0 % humane populacije seropozitivno na jedan ili viSe serotipova adenovirusa
(Fong i sar, 2010). Humani adenovirusi i humani poliomavirusi (HPyV) mogu se naci u svim
geografskim podrucjima i tokom cele godine, kao i enterovirusi (EV), NoV, rotavirusi (RV),

astrovirusi (ASTV), HAV i HEV, koji su otkriveni sa promenljivom prevalencom u razlicitim

22



§\)\\’ JPrisustvo i rasirenost virusa Zivotinja i ljudi u povriinskim vodama Vojvodine”
o~

\\ Gospava Lazi¢ - Doktorska disertacija
=D

geografskim podrucjima, periodima u godini, a mogu da dovedu do epidemije (Girones i
Bofill-Mas, 2013).

Adenovirusi svinja (Porcine adenovirus - PAdV) pripadaju rodu Mastadenovirus i porodici
Adenoviridae. Prvi adenovirus svinja je izolovan 1964. godine (Hammond i Johnson, 2005).
Trenutno, postoji pet serotipova PAdV: serotip 1-3 (PAdV 1-3) pripada vrsti PAdV A, serotip
4 (PAdV-4) pripada vrsti PAdV B i serotip 5 (PAdV-5) pripada vrsti PAsVC. Serotip 4 (soj
NADC-1) se najcesce izoluje. Referentni soj je izlovan iz mozga svinja koje su imale
encefalitis (Guardado-Calvo i sar, 2010; SHC i CFSPH, 2015). Serotipovi 1, 2 i 3 rede izazivaju
viremiju, medutim, postoje dokazi o prijavljenim sistemskim infekcijama za serotipove 1i 3
(Nietfeld i Leslie-Steen, 1993; Guardado-Calvo i sar, 2010). Adenovirus svinja tip 5 je
izolovan u Japanu (Tuboly i Nagy, 2001). Reddy i sar. (1995) su utvrdili genetsku vezu
izmedu PAdV tip 1 (soj 25R), PadV tip 2 (soj A47) sa PAdV tip 3. Adenovirus svinja tip 3 je
prvi put izolovan iz rektalnih briseva kod zdravih svinja 1967. godine, a kompletan genom je
objavljen 1998. godine (Reddy i sar, 1999a, 1999b). Rezultati eksperimenata Reddy i sar.
(1996) su pokazali da je E-3 region gena kod PAdV tipova 1, 2 i 3 kradi i jednostavniji nego E-
3 region kod humanih adenovirusa (Reddy i sar, 1996).

Infekcija adenovirusima svinja je endemska Sirom sveta i obi¢no ne dovodi do teske klinicke
slike i veoma ¢esto je asimptomatska, ali su zabeleZeni i slu¢ajevi blage dijareje i blazi
respiratorni znaci infekcije. Takodje, PAdV mogu da se izoluju kod svinja kod kojih postoji
encefalitis ili pneumoenteritis (Fong i Lipp, 2005; SHC i CFSPH, 2015). Adenovirusi svinja su
veoma rasprostranjen u populaciji svinja (Maluquer de Motes i sar, 2004; Hundesa i sar,
2006; Viancelli i sar, 2012). Adenovirusi svinja se ¢esto mogu naci u uzorcima fekalija svinja
i u uzorcima iz Zivotne sredine (Buitrago i sar, 2010). Do sada, svinje su jedini poznati
domacdin ovog virusa. Nije bilo objavljenih podataka o zoonotskom prenosu infekcije sa
svinja na ljude (SHC i CFSPH, 2015).

Fekalno-oralni i fekalno-nazalni put smatraju se primarnim oblicima prenosenja
adenovirusa svinja. Adenovirusi svinja su prisutni u tubularnom epitelu bubrega, a
potvrdeno je da opstaju u bubrezima i da mogu da se izoluju iz bubrega kod zdravih svinja
(Nietfeld i Leslie-Steen, 1993). Najceséi klini¢ki znak povezan sa infekcijom PAdV je Zuta,
vodenasta dijareja sa prekidima u pojavljivanju. Takode, Zivotinje gube na tezini i

dehidrirane su. Povremeno, dijareja moze biti pra¢ena povracanjem (SHC i CFSPH, 2015).
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Adenovirusi svinja su predloZeni za indikatore fekalne kontaminacije poreklom od svinja i
veoma Cesto se mogu otkriti u vodama u kojima postoji izvor ovakve kontaminacije
(Hundesa i sar, 2006). PAdV se takode koriste u istrazivanju transfera gena i kao vektori u

istrazivanju vakcina (SHC i CFSPH, 2015).
2.4.2 Caliciviridae

Familija Caliciviridae obuhvata 5 rodova i 7 vrsta: rod Lagovirus (European brown hare
syndrome virus, Rabbit hemorrhagic disease virus), Nebovirus (Newbury-1 virus), Norovirus
(Norwalk virus), Sapovirus (Sapporo virus), Vesivirus (Feline calicivirus, Vesicular exanthema

of swine virus) http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp. Rodovi Norovirus i Sapovirus

su patogeni i izazivaju akutni gastroenteritis. Norovirus je prvi put prijavljen 1968. godine u
gradu Norwalk, Ohio (Kapikian i sar, 1972). Caliciviridae su rasprostranjene Sirom sveta, a
norovirusi su glavni uzrok epidemija ne-bakterijskog gastroenteritisa. Uobicajeni simptomi
su mucnina, povracanje i dijareja koji traju samo nekoliko dana. Nacin prenosenja je
fekalno-oralnim putem (unosenje kontaminirane hrane ili vode), ali je moguce i prenosenje
aerosolom i kapljicama sa osobe na osobu

http://www.viprbrc.org/brc/aboutPathogen.spg?decorator=calici#l.

Norovirus (NoV) pripada porodici Caliciviridae i podeljen je na pet genogroupa (Gl, GlI, GlII,
GIV i GV). Humani norovirusi pripadaju GIl, GIl i GIV genogrupama, dok Glll i GV
genogrupama pripadaju norovirusi goveda i miSeva (MNoV) (Stals i sar, 2012). Velic¢ine su
27-35 nm sa jednolancanom RNK (Blacklow, 1996). Norovirusi su genetski veoma
raznovrsni jer akumuliraju mutacije tokom replikacije (Lodder i de Roda Husman, 2005).

Vinje i sar. (2015) godine su objavili klasifikaciju norovirusa koja obuhvata 7 genogrupa Gl
do GVII na osnovu razli¢itosti u sekvenci VP1 kapsidnog proteina. Za izradu filogenetskog
stabla (SI.4) su izabrali 105 sojeva. Kao Sto je naglaseno, virusi koji pripadaju Gl, GlI, a GIV
su patogeni ljudi, osim Gll.11, GII.18 i GII.19 virusa, koji inficiraju svinje, i GIV.2 viruse, koji
inficiraju pse. Norovirusi tip Gll.15 su otkriveni samo kod ljudi i formiraju novu genogrupu.
Norovirusi Glll inficiraju krave i ovce, GIV.2 pse, GV.1 i GV.2 su patogeni miSeva i pacova, a
GVI i GVII inficiraju pse. Norovirusi GIl.4 (oznacdeni strelicom) su odgovorni za vecinu

norovirusnih infekcija Sirom sveta.
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Slika 4. Filogenetsko stablo klasifikacije norovirusa po genogrupama
(Vinje i sar, 2015)

Ayukekbong i sar. (2015) su objavili da se rod Norovirus sastoji od najmanje 41 genotip, koji
su klasifikovani u Sest genogroupa (GI-GVI). Na osnovu sliénosti sekvence Vinje i sar. (2015)
su objavili i dodatnu genogrupu VII. Svaka genogrupa je podeljena na genotipove ili geno
klastere. Genogrupe i genotipovi norovirusa su oznaceni broj¢ano, genogrupe rimskim, a
genotipovi arapskim brojevima (Ayukekbong i sar, 2015).

Genom norovirusa Cini pozitivno orijentisana jednolanc¢ana RNK. Genom je veliine 7,7 kb i
sastoji se od tri otvorena okvira za Citanje (ORF). ORF1 kodira nestrukturne proteine
ukljucujudi: p48, p41 (NTPase), p22, VPG, 3CLP™ i RdRp. ORF2 kodira glavni kapsid protein
VP1, dok ORF3 kodira mali strukturni kapsid proteina VP2 (SI.5) (Hardy, 2005).
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Slika 5. Organizacija genoma humanog norovirusa
(Hardy, 2005)
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Norovirusi su Cest uzrok epidemije gastroenteritisa, jer manje od 10 virusnih Cestica mogu
da dovedu do infekcije i bolesti (Atmar, 2010; Teunis i sar, 2008). Epidemije gastroenteritisa
su posledica izloZzenosti kontaminiranoj hrani, vodi i medusobnog kontakta dve osobe od
kojih je jedna inficirana, dok je njihov primarni put prenosa fekalno-oralni (Atmar, 2010).
Do infekcije moze dodi aerosolom pa su veoma ceste epidemije u ustanovama kao $to su
bolnice, decija obdanista, hoteli, brodovi za krstarenje i dr. (Taylor, 2011). Konzumiranje
sirovih Skoljki, salate i voc¢a, kao i rukovanjem njima u nehigijenskim uslovima mozZe dovesti
do bolesti (Blacklow, 1996). Do infekcije mozZe dodi u bilo koje doba godine, ali su najcesce
u hladnim, zimskim mesecima (da Silva i sar, 2007). Karakteristicni simptomi infekcije
Povradanje se ¢esce javlja kod dece, dok kod odraslih je prisutnija dijareja. Simptomi obi¢no
traju 1-3 dana (Medici i sar, 2005).

Norovirusi su detektovani u otpadnim vodama i pokazali su se otporni na tretmane
preciS¢avanja otpadnih voda (van den Berg i sar, 2005; da Silva i sar, 2007). Brojne studije
su pokazale da su enteri¢ni virusi prisutni u visokom nivou u otpadnim vodama i nakon
tretmana (Laverick i sar, 2004; van den Berg i sar, 2005; Da Silva i sar, 2007; Katayama i sar,
2008; Haramoto i sar, 2009). Epidemioloske studije norovirusa su cesto fokusirane na
zimske mesece, medutim neophodno je utvdivati prevalence norovirusa tokom cele godine

(Nordgren i sar, 2008).
2.4.3 Polyomaviridae

Prema vazecoj taksonomiji ICTV (2015) familija Polyomaviridae obuhvata Cetiri roda sa 73
vrste: Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Deltapolyomavirus i Gammapolyomavirus,
kao i 3 vrste koje nisu svrstane u rodove: Bos taurus polyomavirus 1 (ranije Bovine
polyomavirus; BPyV), Centropristis striata polyomavirus 1 i Delphinus delphis polyomavirus
1. Virion poliomavirusa je veli¢ine 40-45 nm (Maclachlan i Dubovi, 2011). lkozaedarni
kapsid se sastoji od 72 kapsomere. Kapsid okruzuje dvolanéanu DNK, koja je skoro
ujednacene velicine kod svih rodova u okviru porodice, u proseku je oko 5 kbp (Johne i sar,
2011). Kompletan virion sadrzi sedam razli¢itih proteina, od kojih su Cetiri Celijski histoni u
vezi sa DNK, a tri su kodirajuca proteina VP1, VP2 i VP3. VP1 je glavni kapsid protein (SI.6)
(Rayment i sar, 1982).
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Slika 6. Sematski prikaz cestice poliomavirusa
(http://viralzone.expasy.orq/all by species/148.html, 10.05.2015.)

Poliomavirusi goveda su zastupljeni u veoma razli¢itim geografskim oblastima i prisutni su
tokom cele godine (Hundesa i sar, 2006). Prema do sada dostupnim podacima, uglavhom
ne dovode do klini¢kih znakova bolesti. Visoka koncentracija BPyV u uzorcima vode koje se
nalaze daleko od izvora ispustanja otpadnih voda podrzava hipotezu da su ovi virusi
relativno otporni na nepovoljne uslove Zivotne sredine (Hundesa i sar, 2010).

lako BPyV ne dovode do klinicki teskih bolesti goveda, oni su predlozeni za indikatore
fekalne kontaminacije poreklom od goveda (Hundesa i sar, 2006; Girones i sar, 2010;
Girones i Bofill-Mas, 2013). Njihov znacaj u biotehnologiji je veliki, jer prisustvo BPyV u
fetalnom i tele€éem serumu predstavlja ozbiljan rizik za kontaminaciju proizvoda u humanoj
terapiji. Takode, ovaj virus pripada porodici virusa koja ima potencijal indukovanja
maligniteta (Nairn i sar, 2003). U uzorcima iz Zivotne sredine gde postoji izvor fekalne
kontaminacije poreklom od goveda, BPyV se ceS¢e pronalaze od adenovirusa goveda
(BAdV) (Hundesa i sar, 2006; Girones i Bofill-Mas, 2013; Petrovic, 2013). Jedna od prednosti
koriS¢enja ovih virusa za monitoring fekalne kontaminacije je Sto su domadin-specifi¢ni.
Takode, pokazalo se da je potrebno oko 130 dana inkubacije na 20°C u kanalizaciji da bi se
inaktivisalo 99,0 % HAdV i HPyV (Bofill-Mas i sar, 2006; Wong i Xagoraraki, 2011). Osnovni
nedostatak je niska koncentracija u zivotnoj sredini (Wong i Xagoraraki, 2011). Istrazivanja
Rusinol i sar. (2014) su potvrdila da je u Svedskoj u ruralnom podrugju, gde je velik uzgoj
goveda, utvrdena visoka koncentracija BPyV u svim godisnjim dobima. Virusi ljudi i goveda
se ne replikuju van domacina, tako da je za njihovo prisustvo u Zivotnoj sredini bitan samo

opstanak i inaktivacija. Opstanak u povrsinskoj vodi je kraéi u odnosu na podzemne vode
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A

zbog izlozenosti UV svetlosti, viSim temperaturama i interakcijama sa drugim

mikroorganizmima (Corsi i sar, 2014).

2.4.4 Hepeviridae

Virus hepatitisa E je uzrok epidemija akutnog hepatitisa a ponekad moZe biti fatalnog
ishoda kod ljudi (MaclLachlan i Dubovi, 2011). Hepatitis E virus (HEV) je prvobitno
klasifikovan u porodicu Caliciviridae, ali je kasnije klasifikovan u rod Hepevirus i porodicu
Hepeviridae (Ahmad i sar, 2010). Prema vazedoj taksonomiji ICTV iz 2014. godine porodica
Hepeviridae obuhvata 2 roda: Orthohepevirus i Piscihepevirus. Rod Orthohepevirus Cine
Cetiri vrste: Orthohepevirus A (ranije Hepatitis E virus - HEV), Orthohepevirus B, C i D. Cetiri
glavna genotipa hepatitis E virusa su prijavljena Sirom sveta. Genotip 1 je zastupljen
prvenstveno u Azijskim zemljama, genotip 2 je izolovan u Meksiku, genotip 3 je
identifikovan kod svinja i ljudi u SAD i mnogim drugim zemljama, i genotip 4 koji je
identifikovan kod ljudi, svinja i drugih Zivotinja u Aziji (Jothikumar i sar, 2006). Takode,

prijavljeni su i HEV kod pacova, divljih svinja, slepih miSeva, pastrmki i lasica (SI.7) (Kamar i

sar, 2014).
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Slika 7. Filogenetsko stablo hepatitis E virusa
(Kamar i sar, 2014)
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Od 2000. godine genotip 4 HEV je postao dominantan uzrok bolesti i infekcija hepatitisa E
virusa u Kini. U istraZivanju Tian i sar. (2015), u filogenetskom stablu (SI.8) je prikazano 49

sojeva iz pomenutog istraZzivanja, kao i ostali sojevi su preuzeti iz GenBank.
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Slika 8. Filogenetsko stablo izolata hepatitis E virusa genotip 4 u Isto¢noj Kini
(Tian i sar, 2015).
Legenda: Beli kvadrati - sekvence svinja, crni kvadrati - sekvence ljudi, ostali sojevi su iz GenBank

Hepatitis E virus ima male virione ikozaedarne simetrije, bez omotaca, veli¢ine 27-34nm.
Virion se sastoji od jednog kapsidnog proteina. Genom ¢ini jednolancana pozitivno
orijentisana RNK od 7,2 kb (WHO, 2014). RNK se se sastoji od 3 otvorena okvira za Citanje
(Open reading frames): ORF 1, ORF 2 i ORF 3, kao i kratkog 5 kraja na kojem se nalazi
nekodirajuci region (5 NCR) i 3 kraja sa nekodiraju¢im regionom (3'NCR) (SI.9). Na 5 kraju
virusnog genoma je Cap struktura koja verovatno ima ulogu u zapocinjanju HEV replikacije.
Otvoreni okvir za Citanje 1 sadrzi nekoliko funkcionalnih domena: MT (domen za blokiranje
5' kraja), Y (nepoznata funkcija), PCP (papain-like cysteine protease), HVR (hiper varijabilni

region), X (nepoznata funkcija), Hel (helikaze) i RdRp (RNA-dependent RNA polymerase -

29



f

o = Prisustvo i rasirenost virusa Zivotinja i ljudi u povrsinskim vodama Vojvodine”

{"\:. Gospava Lazi¢ - Doktorska disertacija
-

domen koji je odgovoran za virusnu replikaciju). Otvoreni okvir za Citanje 2 kodira protein
kapsida od 660 aminokiselina koji je odgovoran za interakciju sa ciljnim celijama i
imunogenost. Otvoreni okvir za Citanje 3, koji preklapa ORF2, kodira mali protein od 113 ili
114 aminokiselina i uklju¢en je u morfogenezu i oslobadanje viriona. U genomu se uocavaju
Ljunction region“ (JR) i dva Cis reaktivna elementa (CRE). Jedan CRE je neophodan za
replikaciju i preklapa se sa ORF2 i nekodiraju¢eim regionom na 3" kraju. Drugi CRE se nalazi

u JR i sluZi kao promoter za subgenomsku iRNK (Cao i Meng, 2012; Kamar i sar, 2014).

Genomic RNA
7mG-Cap NCR ORF1 JR ORF3 ORF2 NCR
_ Capsid  |[-PoyA
h'J
CRE
Subgenomic RNA
2.0kb

Slika 9. Struktura genoma Hepatitis E virusa
(Cao i Meng, 2012)

Hepatitis E dovodi do epidemije akutnog hepatitisa u zemljama u razvoju, narocito u
tropskim i suptropskim regionima sveta gde je epidemija obi¢no povezana sa fekalnom
kontaminacijom vode za pice (Ahmad i sar, 2010). Uzrocnik je velikih epidemija akutnog
hepatitisa u Indiji, centralnoj i jugoisto€noj Aziji, Bliskom istoku, delovima Afrike. Ovaj virus
je odgovoran za visok mortalitet trudnica (15-20%), narocito u tre¢em tromesecju tokom
trudnoée (Zuckerman, 1996). Nekoliko epidemija hepatitis E virusa su povezane sa
poplavama nakon jake kiSe, koja spira fekalne materije u reke i druge povrsinske vode.
Neke epidemije koje su prijavljene tokom susne sezone verovatno su u vezi sa povecanom
koncentracijom zagadujuéih materija u rekama u kojima je smanjen protok vode. Ostec¢enja
na vodovodnim cevima koje prolaze kroz zemlju zagadenu fekalnim materijama mogu
dovesti do kontaminacije vode za pi¢e (WHO 2014).

Infekcija virusom hepatitis E je najcesca u uzrastu od 15. do 40. godine Zivota. Tipic¢ni znaci i
simptomi hepatitisa su: Zutica (Zuta diskoloracija kozZe i beonjae ociju, taman urin i bleda

stolica), anoreksija (gubitak apetita), uvecana jetra (hepatomegalija), osetljivost i bol u
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trbuhu, mucnina, povracanje i groznica. Kod trudnica je povecan rizik od komplikacija i
stopa smrtnosti je 20% medu trudnicama u tre¢em trimestru (WHO 2015). Komplikacije u
trudnodi sa istovremeno prisutnom infekcijom HEV dovode do smrti i majke i fetusa,
abortusa, prevremeog porodaja i smrti bebe ubrzo nakon rodenja. PrenosSenje ovog virusa
sa majke na fetus je prijavljeno u 33% slucajeva. Takode, RNK HEV je otkrivena i u
kolostrumu (Yugo i Meng, 2013). Vecina HEV infekcija je bez simptoma, a samim tim moze
proci nezapazeno (Petrovic i sar, 2014b). Medutim, broj klini¢kih sluajeva je u porastu u
nekim zemljama (Pina i sar, 2000). Simptomi infekcije su veoma cCesti i kod male dece
(Pond, 2005). lako se HEV prenosi fekalno-oralnim putem, nije uobicajeno da se prenosi sa
osobe na osobu (Jothikumar i sar, 2006).

Infekcija hepatitis E virusom je veoma rasprostranjena kod domadih svinja u Vojvodini, u
Srbiji (Lupulovic i sar, 2010). Kontaminacija vode sa otpadom Zivotinjskog porekla
predstavlja jo$ jedan vaZan izvor prenosenja virusa na ljude i Zivotinje koje konzumiraju
kontaminirane vode (Pond, 2005). Genotip 3 hepatitis E virusa u Madarskoj je endemskog
karaktera. Smatra se da su domace svinje glavni rezervoar ovog virusa (Reuter i sar, 2009).
Kod inficiranih osoba HEV se izlu€uje fekalnim putem. Pre pojave simptoma bolesti do 102
genomskih kopija virusa hepatitisa E po miligramu fecesa mozZe da se izlu¢i za nekoliko
dana. Kod svinja, HEV je detektovan i u urinu sto moZe da ukaze da je i prenoSenje virusa
aerosolom takode mogude, ali do sada jos nisu prijavljeni takvi slu¢ajevi prenosa HEV. Za
virus hepatitisa E ¢esto je veoma teSko da se utvrdi izvor zaraze zbog dugog perioda
inkubacije do 60 dana. Razmnozavanje HEV na kulturama éelija je teSko. Da li ¢e doci do
infekcije HEV zavisi od nivoa kontaminacije, stabilnosti i infektivne doze HEV. Ovi uslovi
takode, mogu biti razli¢iti za razlicite genotipove HEV (Van der Poel, 2014). Svetska
zdravstvena organizacija (SZO) procenjuje da se svake godine pojavljuje 20 miliona novih
infekcija hepatitis E virusom, preko tri miliona su akutni slu¢ajevi a smrtnih sluajeva je

preko 57.000 (laconelli i sar, 2015).

2.4.5 Picornaviridae

Prema ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) nomenklaturi red

Picornavirales ima 5 porodica. Porodicu Picornaviridae ¢ini 31 rod i 54 vrste. Na slici 10. su
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prikazana filogenetska stabla koja pokazuju odnose izmedu rodova i vrsta familije

Picornaviridae.
A. P1 (capsid)
Sapelovirus
Teschovirus
PTV
Aphthovirus
THY
Erbovirus (ER
Senecavirus
Vi
Cardiovirus
Kobuvirus
Tremovirus
Hepatovirus
oz
B.2C C.3CD

Sapelovirus

Enterovirus
Teschovirus Sapelovirus

Teschovirus
PTV,
Erbovirus

Tremovirus
Hepatovirus

Aphthovirus
Cardiovirus

Senecavirus

HCoSV-E
HCoSV-D
HCoSV-3 pcosv-A

Parechovirus

Parechovirus < Tremovirus

ke,
‘DHAV gpy

DHA\

Avlhepalov;v;l‘ls BGPY Hepatovirus

SePV

—_—

. CPV gy
0.2 0.2 Avihepatovirus

Slika 10. Filogenetska stabla porodice Picornaviridae
(ICTV)
Legenda: A.P1 - proteina P1, B.2C - protein 2C, C.3CD - proteini 3C + 3D

Virioni pikornavirusa su bez omotaca, priblizno prenika 30 nm, ikozaedarne simetrije.
Genom cCini jednolancana, pozitivho orijentisana RNK veli¢ine 7-8,8 kb (Maclachlan i
Dubovi, 2011). Na slici 11. je prikazan Sematski prikaz genoma pikornavirusa, kombinujudi
funkcije iz svih rodova. Genom ¢ini 12 polipeptida koji ¢ine 3 glavna proteina: P1 (protein

kapsida), P2 i P3 su ne strukturni proteini (Whitton i sar, 2005).
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Slika 11. Sematski prikaz genoma pikornavirusa
(http://viralzone.expasy.org/all by species/33.html, 10.08.2016)

Hepatitis A virus (HAV) pripada rodu Hepatovirus i familiji Picornaviridae. Prema ICTV
klasifikaciji iz 2014. godine ime vrste je Hepatovirus A (uobi¢ajeno ime vrste - hepatitis A
virus). Infekcija HAV je vodeci uzrok akutnog virusnog hepatitisa Sirom sveta (Costafreda i
sar, 2006). Najéesce se javlja u tropskim i suptropskim krajevima sveta (Pond, 2005).
Primarno mesto replikacije HAV je jetra, pri ¢emu ovaj virus najé¢esée izaziva akutne bolesti
jetre Sirom sveta. Svetska zdravstvena organizacija procenjuje da se vise od 1,5 miliona
klinickih slucajeva javljaju svake godine u svetu (Vaughan i sar, 2014). Poznato je Sest
genotipova HAV (I-VI) od koji su genotipovi |, Il i Il humanog porekla (Taylor, 2011). Genom
HAV ¢ini jednolanc¢ana pozitivno orijentisana RNK molekularne mase od 7.5 kb. Genom se
sastoji od jednog otvorenog okvira za Citanje (ORF), 5'-nekodirajuc¢eg regiona (5" NCR) i 3’-
nekodirajuceg regiona (3’ NCR) na kome se nalazi poly(A) rep. Svi RNK virusi iz ove familije
nemaju CAP (od eng. catabolite gene activator protein), pa usled toga sekundarna stuktura
5'NCR ima veoma vaznu ulogu u inicijaciji translacije (Vaughan i sar, 2014).

Hepatitis A virus se najceSée prenosi sa C¢oveka na coveka, ali je veoma cest nacin
prenoSenja i fekalno-oralni put (Jothikumar i sar, 2005). Uzrok epidemija je najcesée
fekalna kontaminacija vode i hrane. Jedna od epidemija zabeleZena u Sangaju 1988.
godine, povezana je sa konzumiranjem Skoljkama, rezultirala je sa skoro 300.000 slucajeva
infekcije HAV-om (Zuckerman, 1996). Hepatitis A virus je otporan na intestinalne enzime i
moZe opstati na temperaturi do 60°C i do 10 sati. Takode, u vodi, kanalizaciji i $koljkama

ostaje stabilan na sobnoj temperaturi mesecima (Pond, 2005). Hepatitis A virus je postojan
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i na povréu do 10 dana, a pranje povrca nije uvek garancija uklanjanja virusa. Samim tim,
efikasne mere kontrole za sprecavanje HAV infekcije su bolja licna higijena i adekvatno
spreCavanje fekalne kontaminacije hrane i vode (Taylor, 2011). Hepatitis A virusi
predstavljaju opasnost po zdravlje u nekoliko juznih mediteranskih zemalja i uzrok su
znacajnog morbiditeta kako u razvijenim, tako i u nerazvijenim zemljama (Beji-Hamza i sar,
2014). Kod dece mlade od 5 godina infekcija je asimptomatska, dok se kod starijih javljaju
simptomi kao S$to su: groznica, malaksalost, mucnina, anoreksija, povracanje i poviSena
temperatura (Pinto i sar, 2010; Hussain, 2011). Oboljenje uzrokovano HAV ima period
inkubacije od oko cCetiri nedelje (Zuckerman, 1996).

Samo kod oko 25% pacijenata se javlja Zutica izmedu dva i sedam dana nakon prodromalne
faze bolesti. Prvi znaci Zutice se uocavaju u urinu i stolici. Takode, moZe da se javi Zuta boja
beonjaca i hepatomegalija. Pacijent je infektivan sedam dana nakon pocetka Zutice. Recidiv
hepatitisa se javlja kod 6 do 10 % slucajeva. Fulminantan hepatitis je najtezi oblik infekcije i
smrtnost se javlja kod 80% slucajeva, ali je veoma redak (manje od 1% od svih slucajeva).
Insuficijencija jetre je najteza komplikacija, ali je prognoza u vedini sluajeva veoma
povoljna. Samo u retkim slu¢ajevima insuficijencija moze da napreduje i tada je neophodna
transplantacija jetre. Takode, kao komplikacija mozZe da se javi i holestaza i tada se bolest
karakteriSe upornom Zuticom, povezanom sa pruritisom, anoreksijom i gubitkom teZine.
Ekstrahepaticne manifestacije hepatitisa A podrazumevaju privremeni osip i artralgiju.
Medutim, dokumentovani slu¢ajevi su veoma retki (Schiff, 1992; Pond,2005).

Infekcija hepatitis A virusom i danas predstavlja problem za javno zdravlje ljudi u zemljama
u razvoju Sirom sveta. Kako se uglavnom javlja usled nehigijenskih i losih sanitarnih uslova,
naglasena je potreba za poboljSanje mera u cilju spre¢avanja epidemije hepatitis A virusa i
zastite javnog zdravlja ljudi (Hussain, 2011). U svetu, svake godine se javi oko 1,4 miliona
slu¢ajeva infekcije hepatitisa A sa razlic¢itim epidemioloskim i klinickim znacima (laconelli i

sar, 2015).

2.5 PRISUSTVO I RASIRENOST VIRUSA U VODI

Procenjuje se da 884 miliona ljudi, ili 1/6 stanovnistva na celom svetu nemaju pristup

kvalitetnim izvorima vode za pice i da lo$ kvalitet vode sa ogranicenim sanitarnim i
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neadekvatnim higijenskim uslovima dovodi do pojave 3,5 milijardi slu¢ajeva dijareje tokom
godine koje prouzrokuju 1,87 miliona smrtnih slu¢ajeva godisnje kod dece Sirom sveta. Od
kasnih 1970. godina u Sjedinjenim Americkim Drzavama smatra se da je voda glavno
sredstvo u prenoSenju virusnih oboljenja (Fong i Lipp, 2005). lako se mnogi patogeni u
otpadnim vodama uklanjaju sistemima za preciséavanje, mnogi od njih dospevaju u
recipijente nakon precis¢avanja. Virusi koji se prenose putem kontaminirane hrane ili vode
obi¢no su veoma stabilni u vodi (Boffil-Mas i sar, 2013).

Povrsinske vode su izloZzene razli¢itim izvorima kontaminacije. Pored izlivanja otpadnih
voda sa farmi i drugih izvora zagadenja (industrijskih i hemijskih), veoma vaZan uticaj ima i
antropogeni faktor. Kod inficiranih osoba fecesom se izluCuju entericni virusi i drugi
patogeni. Virusi ne mogu da se replikuju izvan tkiva njihovog domacina pa samim tim ne
mogu da se razmnoZavaju u zivotnoj sredini. Medutim, virusi mogu opstati u Zivotnoj
sredini duzi vremenski period, ¢ak duZe od vecine intestinalnih bakterija. Poznato je da
virusi mogu opstati i biti infektivni i do 130 dana u morskoj, do 120 dana u slatkoj vodi i ¢ak
do 100 dana u zemljiStu (La Rosa i sar, 2012). Virusi se mogu preneti na razlicite nacine:
direktnim i indirektim kontaktom i putem vektora. Mnogi humani i animalni virusi se
prenose respiratornim (arosolom), fekalno-oralnim putem (voda, hrana) i preko Zivotne
sredine. Virusi koji se prenose na ovaj nacin i koji perzistiraju u Zivotnoj sredini,
predstavljaju potencijalni rizik za pojavu infekcija i bolesti kod ljudi i Zivotinja (Sobsey i
Meschke, 2003). Kritican faktor transmisije virusa je njegova sposobnost da preZivi u
okruzenju (Vasickova i sar, 2010). Najrelevantniji faktori koji uti¢u na opstanak virusa u vodi
su temperatura, veza virusa sa ¢vrstim Cesticama u vodi i izlaganje UV zracima. Uticaj
temperature na postojanost virusa mozZe biti povezana sa denaturacijom proteina,
ostecenjima RNK, enzimskom aktivnosti. lako svi virusi bolje perzistiraju na nizim
temperaturama, neki virusi, kao Sto je hepatitis A virus, pokazuju veéu temperaturnu
otpornost (Bosch i sar, 2006). Virusi imaju mnogo razli¢itih karakteristika pa im je i stopa
prezivljavanja u vodi drugadija. Vremenom, infektivnost nekih &estica virusa u Zivotnoj
sredini se smanjuje ali metodama koncentrovanja i purifikacije moZe se detektovati i
veoma mala brojnost virusa u vodi, $to je veoma bitno zbog njihove niske infektivne doze
(Lodder i sar, 2015). lako se ovi virusi neprekidno ispustaju u Zivotnu sredinu, broj virusnih
Cestica koje su prisutne u povrsinskoj vodi je ipak generalno mali i stoga je nophodno

analizirati veéu koli¢inu vode (Lodder i sar, 2010).
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Nekoliko enteri¢nih virusa, kao $to su norovirusi, adenovirusi, hepatitis A virusi, ehovirusi i
koksaki virusi, opisani su kao patogeni koji se prenose vodom (Sinclair i sar, 2009). Clanovi
familije Picornaviridae od posebnog su interesa jer pored gastroenteritisa, mogu da izazovu
teZza oboljenja kao Sto su meningitis, miokarditis, paralize i hepatitis. Infekcije ovim
virusima cesto ostaju asimptomatske ili izazivaju blage klinicke manifestacije, a osim toga
sekundarno prenoSenje sa osobe na osobu mozZe prikriti pocetnu infekciju izazvanu
ingestijom zagadene vode. Kod infekcija izazvanih prenoSenjem virusa iz rekreativnih voda
deca su u znatno veéem riziku i kod njih se ¢eSée javljaju oboljenja nego kod odraslih
(Lodder i sar, 2015).

Sistemi za preciS¢avanje otpadnih voda, ¢ak i kada funkcioniSu punim kapacitetom, mogu
da uklone samo oko 20-80% enteric¢nih virusa, dok znadajna koncentracija se kasnije nade u
rekama, podzemnim i otpadnim vodama, u zavisnosti od toga gde se ispusta voda nakon
tretmana preciS¢avanja. Brojnost enteri¢nih virusa u vodi varira u zavisnosti od toga da li je
izvor zagadenja kontinuiran ili je posledica naglog i kratkotrajnog priliva fekalne
kontaminacije (La Rosa i sar, 2012). Na primer, sirova urbana kanalizaciona voda moze da
dospe u povrsinske vode i tokom obilnih padavina. Posto se enteri¢ni virusi izlu¢uju u
visokim koncentracijama kod inficiranih osoba, sirova kanalizaciona voda moze da sadrzi
visoku koncentraciju ovih virusa. Tretirana kanalizaciona voda se ispusta u povrsinske vode,
a u zavisnosti od primenjenih procesa tretmana, ona ipak moze da sadrzi veliku brojnost
virusa (Lodder i sar, 2010).

Izvori vode za pi¢e mogu biti podzemne ili povrSinske vode. PovrSinske vode su vise
kontaminirane patogenim mikroorganizmima, iako su virusi takode otkriveni i u
podzemnim vodama. Efikasnost naprednih procesa za precis¢avanje vode za pice znacajno
se razlikuju u pogledu uklanjanja ili inaktivacije mikroorganizama iz otpadnih voda.
Bakterije se lakSe inaktiviSu hlorisanjem nego protoze, dok virusi mogu biti uklonjeni ili
inaktivisani sporim filtriranjem kroz pesak i zemljiste, ali su otporniji na UV zracenje i
metodu koagulacije u kombinaciji sa sedimentacijom (Lodder i de Roda Husman, 2005).
Virusi nakon ispustanja u Zivotnu sredinu bivaju podvrgnuti razlic¢itim fizickim, hemijskim,
bioloskim i drugim faktorima koji za viruse mogu biti inaktivacioni ili degradirajuci. Samim
tim, favorizuju se najizdrzljiviji sojevi koji tada imaju veliku verovatnodu inficiranja Zivotinja

i ljudi preko vode (Skraber i sar, 2005). Prisustvo HAdV, PAdV, i poliomavirusa ljudi i
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Zivotinja moZe biti vrlo koristan alat za praéenje izvora fekalne kontaminacije u okruzenju i

u vodi (Hundesa i sar, 2006).

2.5.1 Virusi ljudi
2.5.1.1 Humani adenovirusi

Procenjeno je da je viSe od 90% populacije ljudi seropozitivno na jedan ili vise tipova
adenovirusa (Kokkinos i sar, 2015). Adenovirusi se nalaze svuda u Zivotnoj sredini gde
postoji kontaminacija ljudskim fekalijama ili kanalizacionom vodom i zastupljeni su Sirom
sveta (Pond, 2005). Humani adenovirusi se izlucuju u visokim koncentracijama kod
inficiranih pacijenata (do 10! virusnih Cestica po gramu fecesa). U odnosu na ostale
entericne viruse HAdV se ¢esce detektuju u otpadnoj vodi (Hundesa i sar, 2009; Kokkinos i
sar, 2015).

Humani adenovirusi su predloZeni za indikatore prisustva virusnih patogena ljudi u vodi i
Zivotnoj sredini. Prisustvo ovog virusa preovladava u vodi i Skoljkama u odnosu na
enteroviruse, stabilan je u vodenoj sredini i visoko otporan na UV zradenje. U SAD u
Agenciji za zastitu Zivotne sredine, adenovirusi su ukljuéeni na listu kao drugi najznacajniji
uzrok izbijanja epidemija ¢iji su uzrok virusi u vodi za rekreaciju (Sinclair i sar, 2009; Bofill-
Mas i sar, 2010). Prva epidemija faringokonjuktivitisa uzrokovana vodom za rekreaciju
prijavljena je 1953. godine (Sinclair i sar, 2009). Foy i sar. (1968) su objavili epidemiju
faringokonjuktivitisa u dva decija plivacka tima koji su bili izloZzeni nehlorisanoj vodi.
Najmanje 80 plivaca u Grckoj 1995. godine je imalo simptome groznice, upale grla,
konjuktivitisa, glavobolje i bola u stomaku. Pokazano je epidemija bila zbog adenovirusa u
slabo hlorisanoj vodi u bazenu (Papapetropoulou i Vantarakis, 1998; Pond, 2005). Isti razlog
je bio i za epidemiju u Australiji 2000. godine kao i u SAD. Jedanaest epidemija je
uzrokovano vodom iz bazena, a dve iz jezera i ribnjaka. Najveca epidemija
faringokonjuktivitisa je bila u Severnoj Karolini 1991. godine, kada je prijavljeno 595
slu¢ajeva infekcije adenovirusom. Ukupan morbidited svih epidemija adenovirusa je bio

1.648 (Sinclair i sar, 2009).
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Prisustvo HAdV u uzorcima vode Buffalo reke u Brazilu predstavlja znacajan javno
zdravstveni problem. Humani adenovirus je otkriven u 25 od 72 uzoraka (34,7%). Cak 83,3%
(5/6 uzoraka) detektovanih HAdV pripadaju serotipovima 40 i 41. Nije uocen znacajan
sezonski trend HAdV jer su svi uzorci sakupljani svakog meseca tokom jedne godine. Ovi
zakljucci su u skladu sa istraZzivanjima Kozyra i sar. (2011) gde je HAdV detektovan u 28,3%
uzoraka vode iz reka u Jugoistocnoj Poljskoj i virusi su bili prisutni u svim godiSnjim dobima.
Medutim, Silva i sar. (2010) su detektovali HAdV u 44,4% (24 od 54) uzoraka sakupljenih iz
reka i jezera koji se koriste za rekreaciju i kao izvor za snabdevanje pijacom vodom grada
Goiania u Brazilu, pri ¢emu su ustanovili da je pojava HAdV pokazala sezonski karakter
(Chigor i Okoh, 2012a).

Tokom jedne nedelje intenzivnog istrazivanja 2005. godine i periodi¢no od 2005. do 2007.
godine u Micigenu, sakupljeno je 42 uzorka vode iz reke Grand. Humani adenovirus je
detektovan u 14 uzoraka i brojnost HAdV je bila iznad granice detekcije (Fong i sar, 2010).
Brojnim studijama je ukazano da postoji veza izmedu izolata virusa iz Zivotne sredine i
izolata iz klinickih uzoraka u datoj godini i u odredenoj geografskoj oblasti (Sedmak i sar,
2003). Mnoga istraZivanja su dokazala da adenovirus serotip 41 preovladava u uzorcima
kanalizacione vode, a nakon njega i serotipovi 12, 40, 2 i 3, sto mozZe da ukaze na to da
serotip 41 ima veéu otpornost u uslovima Zivotne sredine. Globalno u etiologiji
gastroenteritisa kod dece adenovirusi grupe F (serotipovi 40 i 41) su najcesdi. Istrazivanja u
Micigenu su pokazala da je HAdV prisutan i u rekama u koje se uliva otpadna voda, da ne
postoji sezonski trend, kao i da detekcija HAdV u povrsSinskim vodama ukazuje na fekalnu
kontaminaciju i nedostatak efikasnog tretmana preciS¢avanja otpadnih voda (Fong i sar,
2010).

U jednoj studiji, na lokalitetima u 16 drzava ukupno je uzorkovano 1410 uzoraka vode.
Ukupno 513 (36,4%) uzoraka je bilo pozitivho na jedan ili viSe serotipova HAdV (Wyn-Jones
i sar, 2011). Od decembra 2007. do novembra 2008. godine u gradu Gioana u Brazilu
adenovirus je detektovan u 43% (24/54) uzorka povrsinskih voda (Wyn-Jones i sar, 2011). U
Madarskoj je ispitano 129 uzoraka sa 42 lokaliteta: 13 bazena, 6 recnih plaza, 2 sirove
kanalizacione vode, 1 uzorak tretirane kanalizacione vode i 19 drugih povrSinskih voda. U

127 uzoraka je detektovan HAdV (Kern, 2014).
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2.5.1.2 Norovirusi

Norovirusi su detektovani u gradskim kanalizacionim vodama jer primarni i sekundarni
procesi tretmana otpadnih voda neefikasno smanjuju brojnost virusa, u odnosu na
tercijarne procese. U zavisnosti od toga, tretirana kanalizaciona voda koja se ispusta u
povrsinske vode mozZe znacdajno pojacati koncentraciju virusa u Zivotnoj sredini. Do virusne
kontaminacije povrsinskih voda moze doci i tokom obilnih padavina i ispustanja otpadne
vode sa Zivotinjskih farmi i klanica (Lodder i de Roda Husman, 2005). Norovirusi su najéesdéi
uzocnici infekcija koje se prenose vodom. lako se ljudi naj¢sce inficiraju jednim sojem
virusa, mnogi razliciti sojevi se mogu nadéi u povrsinskim i kanalizacionim vodama (Skraber i
sar, 2005).

Prisustvo NoV u povrsinskim vodama odraZava da ovaj virus cirkuliSe u populaciji ljudi.
Norovirusi su najceséi izazivaci epidemija virusima koji se prenose vodom. U Finskoj je NoV
genogrupa |l je u 86,9% bio uzrok svih epidemija, a u 7 od 20 epidemija uzrok je bio NoV
Gll.4 iz vode. Genotip Gl.3 virusa, je jedan od najéescih virusa odgovoran za epidemije
izazvane ovim virusima u vodi. Za samo nekoliko godina ukupan broj genotipova NoV se
uvecao na godiSnjem nivou. Tokom poslednjih nekoliko godina Gll.4, Gll.b i GII.7, uzrokuju
vecinu epidemija, dok se drugi genotipovi rede nalaze (Maunula, 2007). U JuZnoafri¢koj
Republici, od 2008. do 2010. godine NoV su detektovani u 66% (70/106) uzoraka. Ispitani
su uzorci vode iz tri reke i u 33% uzoraka je potvrdena genogrupa |, a u 38% Gll. Ukazano je
da ove reke mogu biti potencijalni izvor infekcije ljudi norovirusima ako koriste ovu vodu u
domacdinstvima ili u rekreativne svrhe (Mans i sar, 2013). Mans i sar. su tri godine kasnije
(2016), objavili rezultate o genotipovima NoV ispitanih od 2009. do 2013. godine u
Juznoafrickoj Republici, kod hospitalizovane dece mlade od 5 godina, sa simptomima
gastroenteritisa. Genotipizacija NoV je izvrSena na osnovu nukleotidne sekvence analizom
RdRp i kapsid gena. Identifikovano je sedamnaest RdRp genotipova.

Norovirusi imaju veoma nisku infektivnu dozu, a po mnogim istrazivanjima otporni su na
hlorisanje u bazenima za rekreaciju. Podewils i sar. (2007) su istrazivali visoku prevalencu
norovirusa koja je povezana sa kontaminacijom bazena koji se koristi za rekreaciju, zbog
mehanickog kvara na opremi za dezinfekciju vode u bazenu. Takode, mnoge studije su
pokazale da se virusi ne mogu u potpunosti ukloniti tretmanima za preciséavanje otpadnih

voda (Laverick i sar, 2004; Gabrieli i sar, 2009). U severozapadnoj Franckuskoj, tokom
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decembra 2005. godine i od januara do marta 2006. godine, analizirani su uzorci iz Cetiri
razli¢ita postrojenja za preciscavanje otpadnih voda. Norovirus Gl je detektovan u oko
jednoj polovini (43%), dok je NoV GlII detektovan u veéini (88%) uzoraka kanalizacione vode
pre tretmana precis¢avanja. Norovirus Gl bio prisutan u 24% uzoraka otpadne vode, a NoV
Gll u 14% ovih uzoraka. Koncentracija NoV Gll na sva Cetiri lokaliteta je bila slicna, Sto
ukazuje na epidemiolosku sli¢énost u populaciji ljudi, bez obzira na veli¢inu grada jer su svi
lokaliteti medjusobno bili udaljeni na oko 200km. Norovirus Gl je detektovan neznatno
cesce u tretiranoj kanalizacionoj vodi, i razlika izmedu Gl i Gll nije statisticki znacajna (da
Silva i sar, 2007).

Krajem 2014. godine u jednoj Skoli na istoku Kine, 100 osoba je imalo dijareju i povracanje.
EpidemioloSko ispitivanje je pokazalo da je voda za piée iz vodovodnog sistema
kontaminirana norovirusima odgovorna za epidemiju. U uzorcima stolice obolelih, kao i u
uzorcima vode su detektovani norovirusi Gl.1, Gl.2, GI.6, Gll.4, Gll.6 i GIl.13. GIl.4 sekvence
u klinickim uzorcima i uzorcima vode pokazali su veliku sliénost sa Gll.4 sojem iz Sidneja
2012. godine. Rezultati u ovom istraZivanju su ukazali da je voda za pice kontaminirana
norovirusima i da je neophodno povecati nadzor nad sistemima za distribuciju vode za piée
(zhou i sar, 2015).

Kvantitativne metode predstavljaju pouzdanu procenu u odredivanju prisustva virusa u
vodi. U Velikoj Britaniji su analizirana 4 tipa vode: kanalizaciona voda pre i nakon tretmana
preciS¢avanja, morska i re¢na voda. Klasichom PCR metodom NoV je detektovan u 10 od 44
uzoraka kanalizacione vode pre precis¢avanja, dok je kvantitativnim PCR detektovan u 6 od
44 uzorka. U vodi nakon tretmana preciS¢avanja NoV je detektovan 4 od 42 i 3 od 42
uzorka klasi¢cnom i kvantitativnom metodom. U morskoj vodi je detektovan u 5, odnosno 4
od 36 uzoraka, dok je u re¢noj vodi detektovan u 4 i 3 od 25 uzoraka sa obe metode
(Laverick i sar, 2004).

lako su podzemne vode u odnosu na povrsinske mnogo zasti¢enije od zagadenja, u mnogim
zemljama su prijavljenje epidemije izazvane virusima koje su u vezi sa podzemnim vodama.
U ltaliji se oko 80% pijac¢e vode dobija iz podzemnih izvora. Dvadeset i Sest uzoraka vode je
sakupljeno iz 12 izvora i 14 bunara. Svi uzorci su sakupljeni pre bilo kakvog tretmana,
ukljucujudi i hlorisanje. U uzorcima iz Cetiri bunara detektovani su NoV Gl i Gll (Gabrieli i

sar, 2009).
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U Koreji su podzemne vode jedini izvor pijaée vode u vecini sela. Podzemna voda
kontaminirana patogenima je potencijalni izvor izbijanja epidemija, narocito u slucaju
nepravilno konstruisanih i loSe odrzavanih bunara. U januaru 2008. godine u Koreji je
prijavljena epidemija gastroenteritisa. Ustanovljeno je da je do epidemije doslo usled
prisustva NoV Gl u podzemnim vodama u akvaparku u kome je boravilo 180 ucenika i
nastavnika. U tri od Sest uzoraka stolice kod pacijenata je detektovan norovirus (Koh i sar,
2011). U jo$ jednom istraZivanju u Koreji utvrdeno je prisustvo NoV u 14 od 160 uzoraka
podzemnih voda u periodu od 2008. do 2010. godine (Lee i sar, 2012).

Kern (2014) godine je ispitala uzorke sa 41 lokacije u Madarskoj: 13 bazena, 6 recnih plaza,
2 sirove kanalizacione vode, 1 uzorak tretirane kanalizacione vode i 19 drugih povrsinskih
voda. Od 129 povrsinskih voda u 51 je detektovan NoV Gl, a u 52 uzorka je detektovan NoV
Gll. U jednom obimnom istraZivanju na lokalitetima u 16 drZava ukupno je uzorkovano
1410 uzoraka vode. Norovirus je detektovan u 132 uzorka (9,4%), od Cega je 49 (3,5%) bilo
Gl a 88 uzoraka je pripadalo Gl (6,2%) (Wyn-Jones i sar, 2011).

Tokom nadzora norovirusa u Severnoj lItaliji u trajanju od 5 godina, Gll.4 soj je bio
dominantan. Ukupno 435 (15,34%) od 2834 uzoraka stolice od dece mlade od 14 godina, sa
simptomima akutnog gastroenteritisa, je bilo pozitivno na norovirus. Od pozitivnih uzoraka
norovirusa genogrupe Il (99,2%), GIl.P4 genotip preovladuje (80%), pri cemu je u ovom
istrazivanju ovaj genotip prvi put otkriven u Italiji. Rezultati ove studije su ukazali da
neophodan stalni nadzor i identifikacija novih sojeva (Medici i sar, 2014).

Zoonotsko prenosenje humanog NoV do sada nije dokazano. Detekcija ovih virusa kod
Zivotinja koje su u bliskom kontaktu sa inficiranim ljudima poveéava sumnju zoonotskog

prenosa i mogucénost da Zivotinje budu rezervoari humanog NoV (Mathijs i sar, 2012).
2.5.1.3 Hepatitis A virus

Jedini do sada poznati rezervoar hepatitis A virusa je ¢ovek. Prisustvo virusa u vodi ukazuje
na postojanje epidemije u odredenoj zajednici ljudi (Pond, 2005). Epidemije HAV su
povezane sa njegovim prisustvom u povrsinskim vodama koje se koriste za pice i u
rekreativne svrhe. Voda moze biti izvor kontaminacije hrane, koja se navodnjava vodom u
kojoj je prisutan HAV. Hepatitis A virus mozZe da opstane do 14 dana na povréu kao Sto su

dinje, zelena salata, paprika i drugo. Nekoliko publikacija je ukazalo na to da HAV moze da
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prezivi i u recnoj i morskoj vodi duZi vremenski period (Craven i sar, 2009). Genotipovi i
podvrste HAV pokazuju posebnu geografsku distribuciju. Sirom sveta, najeséi je genotip |,
sa podtipovima IA koji je ¢es¢i nego IB. U Kini i Tunisu vise od 98% genotipa | pripadaju
podtipu IA, dok u Turskoj 95% sojeva HAV pripada podtipu IB. Podtip IA cirkulise u Juznoj i
Severnoj Americi, Evropi, Aziji i Africi, a podtip IB dominira na Bliskom istoku i u
JuZnoafrickoj Republici. Ovaj podtip je prijavljen u 35% do 70% pacijenata inficiranih HAV
na severozapaduj Brazila i gradu Rio de Zeneiro. Podtip IIA je &est u zapadnoj Africi.
Genotip lll ima globalnu distribuciju. Podtip IlIA je identifikovan u Aziji i Evropi, kao i u
Madagaskaru i SAD. Nedavno je prijavljena infekcija HAV podtipa IlIA u Koreji, Rusiji i
Estoniji (Vaughan i sar, 2014).

Svetska zdravstvena organizacija je procenila da se svake godine prijavi oko 1,4 miliona
slu¢ajeva hepatitis A u svetu, sa razli¢itim epidemioloskim i klinickim znacima. Nekoliko
studija je prijavilo detekciju hepatitisa A u otpadnim vodama, $to ukazuje na fekalnu
kontaminaciju povrsinskih voda. Hepatitis A je detektovan u sirovoj kanalizacionoj vodi u
33,4%, u tretiranim kanalizacionim vodama u 14,3% i u uzorcima recipijenta tretiranih
otpadnih voda u 7,4%. Tokom 2013. godine u Italiji, svakog meseca su sakupljani uzorci i
ukupno je ispitano 21 uzorak sirove kanalizacione vode, 21 uzorak tretirane kanalizacione
vode i 27 povrsinskih voda. Hepatitis A virus je detektovan u 12 od 69 uzorakaitou 7 od 21
uzoraka kanalizacione vode, 3 od 21 tretirane kanalizacione vode i 2 od 27 povrsinskih
voda. Pet sekvenci je klasifikovano kao genotip IA, a preostalih 7 je pripadalo genotipu IB. U
ovom istraZivanju nije procenjena infektivnost virusa ali je je napomenuto da detekcija HAV
u povrsinskim vodama cak i malim koncentracijama mozZe predstavljati znadajan rizik po
javno zdravlje zbog veoma niske infektivne doze i otpornosti u Zivotnoj sredini (laconelli i
sar, 2015).

Rezultati istrazivanja Beji-Hamza i sar. (2014) u Tunisu su ukazali na cirkulaciju patogena u
populaciji ljudi koja je bila najverovatnije asimptomatska infekcija. Ukupno su uzorkovali
150 uzoraka iz tretmana za preciséavanje otpadnih voda od kojih je 79 uzoraka bila sirova
kanalizaciona voda, a 71 tretirana kanalizaciona voda. Kvantitativnom analizom je
potvrdeno prisustvo HAV u 68,3% uzoraka sirove kanalizacione vode 64,7% uzoraka
tretirane otpadne vode. Vecéina HAV sekvenci pripadala je podgenotipu 1A, i 11
detektovanih razli¢itih sojeva su bili identi¢ni sa sojevima izolovanim kod pacijenata sa

akutnim hepatitisom u Tunisu. Tokom 2013. godine u Geteborgu u Svedskoj testirani su
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uzorci sakupljeni iz postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda ,Ryaverket”. Detektovana
su tri soja HAV, od kojih su dva bila povezana sa epidemijom HAV u Skandinaviji i koji su
takode identifikovani kod pacijenata sa akutnim hepatitisom A u Geteborgu tokom proleca
2013. godine. Treci soj nije otkriven kod pacijenata sa akutnim hepatitisom A (Hellmér i sar,
2014).

Hepatitis A virus moZe da kontaminira zemljiSte, useve i prirodne vodotokove izlivanjem
kanalizacije. Shodno tome, hrana i voda se smatraju velikim prenosiocima HAV (Rodriguez-
Lazaro i sar, 2012). Hepatitis A virus je detektovan u izvorskim vodama, rekama,
podzemnim vodama u Italiji, Tajlandu, JuZznoafrickoj Republici i SAD. Infekcije ovim virusom
su povezane sa upotrebom kontaminirane vode za pic¢e, u rekreativne svrhe, za
navodnjavanje (Craven i sar, 2009). Do kontaminacije vode kanalizacionom vodom dolazi
direktnim izlivanjem otpadne vode ili nakon tretmana kanalizacione vode koji nije uvek
adekvatan za uklanjanje virusa iz otpadnih voda (Jothikumar i sar, 2005). U uzorcima sirove
i tretirane kanalizacione vode u sistemu za preci$¢avanje otpadnih voda u Rio de Zeneiru,
HAV je detektovan u 24 od 25 uzoraka tretirane kanalizacione vode. U ovoj studiji je
dokazano da je nakon tretmana preci$éavanja brojnost koliformnih bakterija smanjena za
99,9%, a procenat za hepatitis A virus je bio 42%. Smatra se da je UV zracenje najprikladniji
nacin za inaktivaciju i uklanjanje HAV u tretmanu otpadnih voda. Dokazano je da su sistemi
za preciséavanje vode koja se koristi u domadinstivima sa aktivnim ugljem i UV zraenjem
efikasno uklonili 99,9% enteri¢nih virusa (Craven i sar, 2009).

Na severoistoku Grcke od jula do novembra 2007. godine prijavljeno je 124 slucaja infekcije
HAV u populaciji Roma. Hepatitis A sojevi istog genotipa su detektovani u svim serumima
pacijenata sa akutnom bolesSc¢u. Sliénost je bila 99,8%, Sto ukazuje na zajednicki izvor.
Epidemija je pogodila uglavhom decu mladu od 10 godina, i bila je povezana sa loSim
sanitarnim uslovima (Vantarakis i sar, 2010).

Hepatitis A infekcije kod ljudi javljaju se kako usled kontaminirane vode, tako i hrane.
Imajuci u vidu izvore izloZzenosti i sve vecu osetljivost kako dece tako i odraslih ljudi, nakon
jednog istrazivanja u koje je bio uklju¢eno 13 evropskih zemalja, postojala je preporuka
vakcinacije. Od januara 2013. do avgusta 2014. godine prijavljeno je ukupno 1.589
sluc¢ajeva infekcije hepatitis A virusom u ovim zemljama. Od ukupnog broja prijavljenih
slu¢ajeva 1.102 (70%) osobe su hospitalizovane u periodu od Sest dana i prijavljene su dve

smrti. Ispitivanjem je utvrdeno da je izvor infekcije bilo smrznuto bobicasto voée (Severi i
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sar, 2015). Hepatitis A infekcija u Velikoj Britaniji javlja se sporadi¢no. Vrhunac ucestalosti
je bio 1990. godine u Engleskoj i Velsu (7.545 slu¢ajeva). U Skotskoj je primeceno stalno
smanjenje akutne hepatitis A infekcije od 1993. godine do 2000. godine, kada je zabelezen
najmanji ikad zabeleZen broj slucajeva godisnje (50 slucajeva).

https://www.gov.uk/government/publications/hepatitis-a-the-green-book-chapter-17

Stopa infekcije hepatitis A virusom u svetu se smanjuje iz godine u godinu Sto je

najverovatnije posledica poboljsanih uslova Zivota (laconelli i sar, 2015).

2.5.2 \Virusi Zivotinja

Stocarstvo igra klju¢nu ulogu u globalnoj ekonomiji. Sa rastom svetske populacije raste i
potreba za Sto veéim razvojem poljoprivrede i stocarstva. Koriste se velike koli¢ine
ogranicenih resursa, kao Sto je sveZa voda, $sto moze dovesti do narusavanja ravnoteze u
Zivotnoj sredini (Atwill i sar, 2012). Odlaganje stajnjaka na tlo bez prethodnog tretmana ima
veoma Stetan uticaj na Zivotnu sredinu. Zbog velike koli¢ine vode koja se trosi u proizvodniji,
mnoge studije su pokazale da je recikliranje vode nastale tretmanom otpadnih voda veoma
korisno za poljoprivredu i proizvodnju svinja. Medutim, kako bi se osigurala bezbednost za
ljude, Zivotinje i Zivotnu sredinu, neophodno je kontrolisati fizicke, hemijske i mikrobioloSke
parametre kvaliteta vode (Viancelli, 2012). Mnogi Zivotinjski virusi mogu perzistirati u
otpadnim vodama, narodito u otpadnim vodama iz klanica. Enteri¢ni virusi su najcesce
prisutni u stajnjaku svinja. Mogu da se izlu¢uju u visokim koncentracijama u fekalijama
Zivotinja sa klinickim znacima bolesti, ali su takode prisutni u manjim koncentracijama u

fekalijama i urinu zdravih Zivotinja (Hundesa, 2006; Viancelli, 2012).

2.5.2.1 Adenovirusi svinja

Adenovirusi svinja su predloZeni za indikatore fekalne kontaminacije iako u vecini slucajeva

ne ispoljavaju klinicke simptome kod svinja (Bofill-Mas i sar, 2013). Adenovirusi svinja su

rasprostranjeni Sirom sveta. IstraZivanja u Engleskoj su pokazala da je PAdV tip 1 zastupljen

manje od 1% u populaciji svinja, za razliku od PAdV tipa 4 koji je prijavljen u 66% uzoraka
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seruma svinja. Tip 4 je detektovan u 15% uzoraka seruma svinja koje su imale znake
respiratorne infekcije (Saif i Thiel, 1989).

Adenovirusi svinja su veoma rasprostranjeni u uzorcima Zivotne sredine i fecesu svinja u
Kataloniji (Spanija). Od 206 izolata virusa u Spaniji, 7 (3%) su identifikovani kao PAdV
(Buitrago i sar, 2010). U gradu Concordia u juznom delu Brazila je utvrdeno da je PAdV bio
prisutan u 30% uzoraka vode za pice Sto ukazuje da otpad sa stajnjaka ugrozava kvalitet
vode za pice i ukazuje na potencijalni rizik za javno zdravlje (Garcia i sar, 2012). Takodje u
Brazilu, od 56 uzoraka vode poreklom od dva sistema za tretman stajnjaka u 66% i 78%
uzoraka je detektovan PAdV (Viancelli i sar, 2012).

Ispitivanjem uzoraka otpadnih voda iz klanice u Spaniji, u svih deset testiranih uzoraka je
utvrdeno prisustvo PAdV. U istom istraZivanju, sedam od devet uzoraka reke Ter u Spaniji
su bili pozitivni na PAdV. Tacke uzorkovanja su izabrane u blizini farmi (Hundesa i sar,
2006). U sli¢nom istraZivanju, devetnaest od 21 uzorak fecesa svinja sa farmi u Spaniji je
bilo pozitivno na PAdV. Analizom uzoraka iz reke Ter je potvrdeno prisustvo fekalne
kontaminacije jer je detektovan PAdV. Uzorci urbane kanalizacione vode su svi bili
negativni na PAdV ali je to i bilo o¢ekivano jer u blizini naseljenog mesta nisu prijavljene
farme (Hundesa i sar, 2009). Takode u Spaniji, analizirano je 5 pulovanih uzoraka fecesa sa
dve farme i 3 uzorka su bila pozitivna u obe farme na PAdV. Svih 12 uzoraka gradske
kanalizacione vode u Barseloni, uzorkovane svaki mesec od avgusta 2000. do jula 2001.
godine su bili pozitivni na PAdV (Maluquer de Motes i sar, 2004). Rezultati istrazivanja
Bofill-Mas i sar. (2013) su pokazala da PAdV je detektovan u uzorcima otpadnih voda iz
klanica, re€nih voda kontaminiranih fecesom sa farmi, sto je i bilo oéekivano, za razliku od
uzoraka gradske kanalizacije. Kern (2014) je ispitala uzorke sa 41 lokacije u Madarskoj: 13
bazena, 6 rec¢nih plaza, 2 sirove kanalizacione vode, 1 uzorak tretirane kanalizacone vode i

19 drugih povrsinskih voda. U ukupno 129 povrsinskih voda PAdV je detektovan u 106.
2.5.2.2 Poliomavirus goveda

Siroka rasprostranjenost infekcije poliomavirusa goveda (Bos Taurus polyomavirus 1;
Bovine polyomavirus; BPyV) i visoka stopa izlu¢ivanja na farmama su omogucila da BPyV

moZe biti veoma vazian parametar u pracenju fekalne kontaminacije u Zivotnoj sredini.

Poliomavirus goveda je prvobitno izolovan na kulturama celija, a sekvenca je prvi put
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prijavljena u GenBank 1990. godine. Antitela su otkrivena kod goveda i kod ljudi koji su bili
u bliskom kontaktu sa inficiranim Zivotinjama (Hundesa i sar, 2006).

Od maja do jula 2004. godine u Kataloniji u Spaniji testirano je 22 uzorka otpadnih voda iz
klanica, 9 uzoraka gradske kanalazacione vode na ulazu u postrojenje za precis¢avanje
otpadnih voda i 9 uzoraka iz 2 reke potencijalno pogodene fekalnim Zivotinjskim
zagadenjem. Poliomavirus goveda je detektovan u 21 od 22 uzorka otpadnih voda iz klanice
Sto ukazuje da je BPyV bolji indikator za pracenje fekalne kontaminacije od adenovirusa
goveda (BAdV). Cetiri uzorka iz Reke Ter i jedan uzorak iz reke Llobregat su bili pozitivni na
prisustvo BPyV, a tacke uzorkovanja su izabrane u blizini farmi. Niti u jednom od 9 uzoraka
gradske kanalizacione vode nije detektovan BPyV. Ovo istraZzivanje je bila prva detekcija
ovog virusa koji je nadjen u 95% analiziranih uzoraka, nakon 1990. godine kada je
prijavljena kompletna sekvenca BPyV (Hundesa i sar, 2006).

Tokom 2008. godine u razli¢itim oblastima Katalonije sakupljeno je 26 uzoraka urina sa tri
farme goveda, 11 uzoraka otpadnih voda iz klanica, 8 uzoraka gradske kanalizacione vode
na ulasku u postrojenje za precis¢avanje otpadnih voda u Barseloni i 6 uzoraka iz reke Ter
koji su uzeti nizvodno od farmi goveda i svinja. U osam od 26 (30,8%) uzoraka urina goveda
je detektovan BPyV. Svi uzorci iz postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda gradske
kanalizacije su bili negativni na prisustvo BPyV sto je i bilo oéekivano jer nije prijavljena niti
jedna farma koja bi otpadne vode izlivala u gradsku kanalizaciju. Od jedanaest uzoraka
otpadnih voda iz klanica u skoro svim uzorcima (90,9%) je detektovan BPyV. U uzorcima iz
reke Ter otkriveno je prisustvo BPyV u tri od Sest uzoraka. Primenjljivost BPyV kao
indikatora fekalne kontaminacije poreklom od goveda je bila pod znakom pitanja zbog
slabe osetljivosti molekularnih metoda za detekciju virusa, visoke genetske varijabilnosti
virusa ali i njegove niske prevalence. Medutim, u tom istrazivanju sekvenciranjem je
dokazano da je sekvenca pokazala slicnost u vise od 98% iz uzoraka urina, Sto je utvrdeno i
u prethodnom istrazivanju sekvenci dobijenih od uzoraka otpadnih voda iz klanica, i vise od
94% sa sekvencama iz drugih izvora dostupnih u GenBank. Stoga, postoji jasna prednost za
koris¢enje BPyV kao indikatora fekalnog zagadenja u Zivotnoj sredini u odnosu na BAdV.
Studije drugih autora su pokazale da su antitela BPyV bila prisutna u 60% uzoraka seruma
goveda. BPyV je Siroko geografski rasprostranjen i obi¢no ne dovodi do teske klinice slike. S
obzirom da goveda izluéuju velike koli¢ine urina, kvantitativni podaci u ovom istrazivanju

ukazuju da se znacajna koncetracija BPyV izlucuje u Zivotnu sredinu (Hundesa i sar, 2010).
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Rezultati istrazivanja Bofill-Mas i sar. (2013) su pokazala da BPyV je detektovan u uzorcima
otpadnih voda iz klanica, re¢nih voda kontaminiranih fecesom sa farmi, Sto je i bilo
oCekivano, za razliku od uzoraka gradske kanalizacije. Kern (2014) je ispitala uzorke sa 41
lokacije u Madarskoj, kao sto je navedeno u prethodnom poglavlju, i u 129 povrsinskih

voda u 101 je detektovan BPyV.

2.5.3 Zoonotski virusi

Zoonoze, od grékog ,zoon“ (zivotinja) i ,nosos” (bolest), su infekcije koje se prenose sa
Zivotinja (domacih i divljih) do ¢oveka i od ¢oveka do Zivotinje, na nekoliko razli¢itih nacina:
direktnim kontaktom, putem vektora (komarci i krpelji) ili preko hrane i vode. Virusi su
vazni etioloski agensi u nastajanju ili ponovnom pojavljivanju zoonoza (Santos i Monteiro,
2013). Izlaganje ¢oveka zoonozama ima dva glavna epidemioloska obrasca. U prvom slucaju
postoji jasan izvor i tacka izloZenosti ¢oveka zoonoznom agensu, a zatim se bolest se
prenosi medu ljudima. U drugom slucaju, Zivotinje sluZze kao rezervoar i infekcija se prenosi
na ljude ali u malom broju slu¢ajeva se prenosi izmedu ljudi (Bolin i sar, 2004).

Stocarstvo generiSe znacajnu koli¢inu otpada koji mozZe dovesti do zagadenja vodotokova,
ako se njime nepropisno upravlja. Pored toga, ovaj otpad je izvor zoonoznih patogena
(Atwill i sar, 2012). Kontaminirana voda, Skoljke, kontaminirano meso Zivotinja i kontakt sa
zarazenim Zzivotinjama su izvor epidemija hepatitis E virusa (D’Agostino, 2013). Prema EFSA
(2011) prenosenje hepatitis E virusa sa Zivotinja na ljude moze doc¢i nakon konzumiranja

sirovih ili nedovoljno termicki obradenih proizvoda Zivotinjskog porekla.

2.5.3.1 Hepatitis E virus

Domace i divlje svinje se smatraju rezervoarima hepatitisa E. Infekcija hepatitis E virusom
ali i oboljenje pojavljuju se prakticno svuda, ali ucestalost oboljenja zavisi od regiona
(Emerson i Purcell, 2004). Prvi rezultati izolacije i detekcije HEV direktno iz uzoraka Zivotne
sredine su publikovani 1993. godine, a ispitivani su uzorci iz grada Madras u Indiji. Hepatitis
E virus je utvrden u uzorcima sirove kanalizacione vode i vode nakon tretmana

preciS¢avanja. Ranije studije o detekciji HEV su bile ograni¢ene na klinicke uzorke i nisu
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postojali komercijalni kitovi za detekciju HEV (Jothikumar i sar, 1993). Tokom decembra
1993. godine i u prva tri meseca 1994. godine u Pakistanu je bila velika epidemija HEV gde
je 10,4% stanovnika imalo akutni ikteri¢ni hepatitis (Rab i sar, 1997).

U naselju Gokulpuri u Delhiju u periodu od januara 2000. do marta 2003. godine u Centru
za javno zdravlje prijavljen je 141 slucaj hepatitisa E kod ljudi. Sakupljen je 141 uzorak
kanalizacione vode i vode za pice. U Sest od 141 uzorka kanalizacione vode i 2 od isto toliko
uzoraka vode za pice je detektovan hepatitis E virus Sto ukazuje na fekalnu kontaminaciju
vode za pice i potvrduje fekalno-oralni put prenosenja virusa (Hazam i sar, 2010).

Hepatitis E virus se sporadicno javlja u Sevenoj Africi i Srednjem Istoku. U avgustu 2004.
godine je prijavljeno preko 4000 slucajeva sumnje na HEV u Sudanu i nekoliko stotina u
Iraku. Razlozi koji su doveli do toga su nehigijenski uslovi, neadekvatan tretman otpadnih
voda, problemi u snabdevanju sa pijacom vodom i brojni drugi (Emerson i Purcell, 2004).
Trudnice sa HEV mogu imati povecan rizik za krvarenjem zbog nedostatka faktora
koagulacije. Rano otkrivanje prisustva virusa moze biti od pomoci u leCenju (WHO, 2014).

U Pakistanu je 2010. godine od ukupno 86 uzoraka kanalizacione vode u 35 detektovan
HEV. Autori smatraju da su ovi rezutati posledica toga Sto je Pakistan zemlja u razvoju sa
niskim zdravstvenim i obrazovnim standardom, bez odgovarajuéih higijenskih uslova i
kvalitetne vode za pi¢e jer u veéini slucajeva dolazi do meSanja vode za pice sa
kanalizacionom vodom (Ahmad i sar, 2010). U siromasnim zemljama detekcija HEV u vodi
ukazuje na fekalnu kontaminaciju vode (Hazam i sar, 2015).

Istrazivanja su radjena u Cirihu u Svajcarskoj, tokom 2011. i 2012. godine, kada je HEV
detektovan u 40 uzoraka sirove kanalizacione vode od ukupno 124. Hepatitis E virus je
detektovan u 31 uzorak sakupljen tokom leta i 9 tokom zime, gde se vidi da je ucestalost
pojave HEV tokom leta znatno veda. Ovaj sezonski karakter zahteva dalja istraZzivanja jer do
sada nije bio opisan u drugim studijama. Niti u jednom uzorku sakupljenom nakon
preciS¢avanja kanalizacije nije detektovan HEV. S obzirom da u Cirihu nije dozvoljeno
farmama da ispustaju otpadne vode u kanalizaciju moguée da je izvor detekcije HEV
poreklom od ljudi (Masclaux i sar, 2013).

Prema saznanjima laconelli i sar. (2015), u re¢nim vodama u ltaliji HEV je prvi put otkriven
2015. godine. Od ukupno 21 uzorak sirove kanalizacione vode, 21 uzorak tretirane i 27
uzoraka povrsinske vode, HEV je detektovan samo u 2 uzorka (sirova kanalizaciona voda i

povrsinska voda). Oba uzorka su sakupljena u martu 2013. godine i pripadaju genotipu Ill.
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Autori nisu mogli sa sigurno$éu da procene sta je bio izvor HEV otkrivenog u ovim uzorcima
jer se otpadne vode sa farmi ne izlivaju u povrSinske vode, ali smatraju da je jedan od
mogucih izvora oticanje vode sa farme i spiranje kroz zemljiSte netretiranog svinjskog
djubriva poreklom sa farme.

Vedina prijavljenih epidemija je nakon jakih kiSa i poplava kada dolazi do kontaminacije
bunarske vode, vode za pice i velike koli¢ine nepreciS¢ene otpadne vode koja dospeva u
tretmane za preci¢avanje. Epidemije HEV koje su u vezi sa hranom su uglavhom nakon
konzumiranja sirovih i nekuvanih Skoljki. Prijavljeni su sporadi¢ni sluéajevi epidemije u
Spaniji gde se 8koljke gaje u oblastima zagadenim otpadnim kanalizacionim vodama
(Hazam i sar, 2015).

Nekoliko studija je potvrdilo da se HEV prenosi preko lanca ishrane (Prpic i sar, 2015). U
Spaniji Pina i sar. (2000) utvrdili su sliénost medu sojevima HEV detektovanih u otpadnim
vodama klanice i kod ljudi koji su imali akutni hepatitis. Rezultati ispitivanja HEV u Hrvatskoj
su potvrdila da je genotip Ill HEV prisutan u populaciji domadih i divljih svinja i da moze
predstavljati znacajan rizik za zdravlje ljudi. Visoka prevalenca ovog virusa je potvrdena i u
mnogim drugim evropskim zemljama (Rutjes i sar, 2007; Reuter i sar, 2009; Prpic i sar,
2015). U Holandiji se prevalenca virusa povecala sa 22% na 55% od 1999. do 2005. godine
Sto je izazvalo zabrinutost zbog potencijalnog zoonoznog prenosSenja virusa ili putem
eventualno kontaminirane vode ili konzumiranja kontaminiranog svinjskog mesa. Jedan od
otkrivenih sojeva u Holandiji pripadao je evropskom tipu, koji do tada nije bio prisutan, sto
je potvrdilo da se HEV Siri na podrucju Evrope (Rutjes i sar, 2007).

Istrazivanje lvanova i sar. (2015) u Estoniji je pokazalo da su domace i divlje svinje mogudi
izvori za infekcije ljudi hepatitis E virusom. Od 449 uzoraka fecesa svinja 103 (22,9 %) su bili
HEV RNK pozitivni u svih devet ispitanih farmi. Od ukupno 67 uzoraka seruma radnika na
farmama 9 (13,4 %) je bilo pozitivnho na anti - HEV IgG, a ¢etvoro od njih su bili pozitivni na
anti - HEV IgM. Od 471 uzorak mesnog soka poreklom iz mesa divljih svinja 81 (17,2%) su
bili pozitivni na anti - HEV antitela. Hepatitis E virus je detektovan kod divljih svinja u svih
14 ispitanih lovista. Kod seropozitivnih uzorka, metoda Lancane reakcije polimeraze je
pokazala prisustvo HEV RNK u 13 (16%) uzoraka. Od 144 uzorka seruma lovaca, Sest (4,2%)
su bili seropozitivni na anti - HEV IgG. Jedan od njih je imao detektabilni nivo IgM (lvanova i
sar, 2015). Bezbednost hrane jeste veoma znacajan aspekt u epidemiologiji hepatitis E

virusa. Ovaj virus mozZe biti inaktivisan uobicajenim postupcima termicke obrade, mada
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temperatura od 56°C u toku jednog ¢asa ne moze da inaktivise virus. Dodatni pokazatelj
zoonotskog potencijala virusa jeste nalaz antitela na virus hepatitisa E u brojnim studijama,
kod farmera i veterinara koji rade na farmama svinja, a pri tome ne pokazuju klinicke znake

oboljenja (Kureljusi¢ i sar, 2012).

2.6 UTVRDIVANIJE PRISUSTVA VIRUSA U VODI

Osnovni koraci pri virusoloskoj analizi kvaliteta vode su uzorkovanje, koncentriacija i
detekcija virusa (Barkely i Prescott, 2008). Za detekciju virusa u uzorcima Zivotne sredine
najcesce se koriste metode kulture ¢elija i molekularne metode (Bosch, 1998; Lodder i sar,
2010). Pre detekcije virusa u vodi neophodno je koncentrisati viruse u uzorku vode. Cilj
koncentrisanja virusa je da se prikupi Sto viSe virusa u uzorku minimalne zapremine (Cliver,
2008). Ova koli¢ina uzorka se zatim moZe koristiti za utvrdivanje prisustva virusa
molekularnim, imunoloskim ili metodama izolacije virusa na kulturi ¢elija. Svi protokoli za
koncentrovanje virusa u uzorcima vode se uglavnom baziraju na slede¢im koracima:
adsorpcija virusa na filter, elucija virusa pomocu pufera bogatog proteinima, flokulacija
virusnih partikula sa proteinima, koncentrovanje centrifugiranjem, nakon cega sledi
resuspendovanje virusa iz taloga dobijenog centrifugiranjem i filtracija radi otklanjanja
krupnih partikula, a zatim ekstrakcija virusa, na primer sa hloroformom (Croci i sar, 2008;
Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).

Metoda koncentrisanja virusa iz vode je razvijena 1940. godine. Metoda je bila veoma
jednostavna ali nisu postojali konkretni podaci o koli¢ini vode koja je neophodna za analize.
Wallis i Melnic (1967) su razvili metodu koncentrisanja virusa iz vode pomoc¢u negativno
naelektrisane membrane. Virusi se adsorbuju na negativno naelektrisanu membranu, uz
dodatak Mg?* jona a zatim eluiraju (odvajaju) sa , govedim ekstraktom* (beef extract) (pH
9,5). Sobsey i sar. (1973) su modifikovali ovu metodu koriste¢i kiselinu umesto Mg?* jona, a
1979. godine Sobsey i Jones (1979) su razvili metodu pozitivho naelektrisane membrane
kod koje se virusi adsorbuju na pozitivno naelektrisanu membranu bez dodavanja Mg?*
jona ili kiseline. Virusi se eluiraju rastvorom govedeg ekstrakta, a metoda ne podrazumeva
posebnu pripremu uzorka vode. Novu metodu koncetrisanja virusa u kiselim i baznim

uslovima razvili su Katayama i sar. (2002). Ukratko, uzorak vode se filtrira, isprira sa H2SOg,
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eluira sa NaOH, a zatim, nakon neutralisanja u koloni, centrifugira. Ovu metodu su
modifikovali Haramoto i sar. (2004). Membrana je pozitivho naelektrisana sa AlCls* $to je
omogucavalo adsorpciju virusa bez dodavanja Mg. Ukratko, uzorci vode se filtriraju kroz
membranu, a zatim eluiraju sa govedim ekstraktom i nakon centrifugiranja talog se
resuspenduje u PBS za RNA ekstrakciju (Bosch i sar, 2011). Nivo enterovirusa u Zivotnoj
sredini Cesto je veoma nizak i u nekim slucajevima je potrebno da se koncentrise i do 1000
L vode pre upotrebe metode detekcije molekularnim metodama ili na kulturama celija
(Fong i Lipp, 2005). Metoda adsorpcije - elucije na staklenoj vuni je dokazano veoma
jednostavna, ekonomicna i veoma uspesno se upotrebljava za rutinski virusoloski nadzor, a
narocito u uzorcima vode veéeg volumena (Bosch i sar, 2011). Uspesnost koncentrisanja
virusa iz uzoraka povrsinskih i otpadnih voda se procenjuje na osnovu podataka o Recovery
vrednosti (procenat prinosa) virusa. Recovery vrednost predstavlja % virusnih Cestica
dobijen nakon postupaka koncentrisanja vode i ekstrakcije nukleinskih kiselina u odnosu na
ukupan broj virusnih ¢estica koji je bio u uzorku. Brojne studije su potvrdile da je za dobar
Recovery virusa najpogodnija metoda elucije virusa sa organskim rastvorima (npr. govedi
ekstrakt). Govedi ekstrakt se u mnogim istrazivanjima pokazao kao veoma delotvorno
reSenje za eluciju virusa sa filtera. Obzirom da inhibitorni faktori u uzorcima iz Zivotne
sredine mogu predstavljati problem za molekularne metode detekcije, bilo je neophodno
razviti metode re-koncentracije eluata. U pocetku se smatralo da re-koncentracija eluata,
kojom bi se uklonili organski inhibitori, moZe dovesti do veéeg gubitka virusa, ali su do
danas razvijena alternativna reSenja elucije i koncentrovanja virusa u S$to manjem
volumenu uzorka, koja ne predstavlja problem gubitka virusa iz eluata (Dahling i Wright,
1986; Ikner i sar, 2012; Lambertini i sar, 2008).

Za detekciju humanih enteri¢nih virusa se mogu koristiti razli¢iti pristupi: direktan —
elektronska mikroskopija i pojava citopatogenog efekta (CPE) na celijskim kulturama tokom
izolacije virusa i indirektan — imunoloSke i molekularne metode. Direktna elektronska
mikroskopija je tezak, dugotrajan, subjektivan proces i ograni¢ene osetljivosti, a viruse
¢esto nije moguée morfoloski diferencirati u odredene sistemske kategorije jer su veoma
sliéni medusobno, pa ih nije moguce razlikovati, osim ako nemaju neku specificnost
(Rodriguez-Lazaro i sar, 2012). Metoda izolacije virusa na kulturama delija za detekciju
patogenih virusa nije prakti¢na za rutinski monitoring jer zahteva vise dana, ¢ak i nedelja za

dobijanje rezultata. Takode, neke viruse nije moguée umnoZavati na kulturama Ccelija
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(Barkely i Prescott, 2008). Koncentrisani uzorci vode se inokulisu na kulture éelija specificne
za odredeni tip virusa. Glavni nedostatak izolacije virusa na kulturama celija, pored drugog
trajanja analize je i potreba za nekoliko pasaza, kako bi se potvrdio pozitivan ili negativan
rezultat. Pored toga, ¢esto su koncentrisani uzorci voda citotoksi¢ni za kulturu ¢elija i time
onemogucavaju detekciju virusa. Mnogi virusi ne izazivaju CPE, izuzetno sporo rastu il
uopste ne rastu na celijskim kulturama. Na primer, adenovirusi, koji su jedan od najvaznijih
ljudskih patogena i Cesto otkriveni u vec¢em broju od enterovirusa u otpadnim vodama,
veoma sporo rastu, i ¢esto ne dovode do CPE. Takode, norovirusi ne mogu da rastu na
Celijskim kulturama. Za ove viruse su metode lancane reakcije polimeraze (,,Polymerase
chain reaction” — PCR) verovatno jedini nacin za detekciju. Metoda lancane reakcije
polimeraze je brza, osetljiva i specificna metoda. MoZe da detektuje veoma mali broj
Cestica virusa iz Zivotne sredine, koji verovatno ne bi izazvali CPE na kulturama ¢elija (Fong i
Lipp, 2005).

Jo$ jedna od metoda za detekciju virusa je kvantitavno odredivanje detekcijom plakova na
kulturi ¢elija. Neki virusi ne formiraju plakove, medutim, neki virusi imaju visoku efikasnost
formiranja plakova (Hill i sar, 1971). Test imunofluorescencije (IFA) koristi se cesto za
detekciju virusa u klinickim uzorcima. Utvrdeno je da je IFA osetljivija i brza od metode
formiranja i detekcije plakova za detekciju rotavirusa, prilikom izolacije na kulturi éelija.
Pokazalo se da je 10 infektivnih Cestica po litri moguée pouzdano detektovati za manje od
24 h inkubacije na kulturi ¢elija (Hamza i sar, 2011).

S obzirom da se neki virusi veoma teSko razmnoZzavaju na kulturama déelija ili ih je
nemogucée umnoZavati, molekularne metode su veoma korisne za detekciju virusa (Bosch,
1998; Lodder i sar, 2010). Mnoge studije koriste kombinaciju kulture éelija i molekularnih
metoda za utvrdivanje infektivnosti virusa. U manjem obimu koristi se imunoenzimska
metoda - ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), s obzirom da je njihova analiticka
osetljivost joS uvek suviSe niska za efikasno testiranje uzoraka Zivotne sredine. U praksi se
najcesce koriste molekularne dijagnosticke metode (Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).
Amplifikacija sekvenci nukleinskih kiselina — NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification) je tehnika koja je prvi put opisana 1991. godine (Compton, 1991). Koristi se
za kontinuiranu amplifikaciju nukleinskih kiselina pri izotermalnim uslovima. U ovoj reakciji
se koriste tri razli¢ita enzima za amplifikaciju sekvenci jednolan¢anog RNK molekula (T7

RNK polimeraza, RNK-aza i reverzna transkriptaza virusa pti¢ijeg mijeloblastoma — AMV)
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(Rodriguez-Lazaro i sar, 2006). Reakcija uklju€uje i dva oligonukleotidna prajmera koji su
komplementarni ciljnom regionu RNK molekula, dezorksiribonukleotidne trifosfate za
aktivnost AMV reverzne transkriptaze i ribonukleozidne trifosfate za aktivnost T7 RNK
polimeraze. Reakcija se odvija na temperaturi od 41°C u trajanju od 1-2h. Na ovoj
temperaturi genomska DNK ostaje dvolan¢ana i tako ne moZe postati substrat za
amplifikaciju (Stjepanovic i sar, 2007). Ova metoda se Cesto koristi za detekciju virusa u
hrani. Kombinacija metode izolacije virusa na kulturama celija i naknadne detekcije
molekularnim bioloskim metodama omogucéava smanjenje inkubacionog perioda a takode i
detekciju virusa koji nisu izazvali citopatogeni efekat (Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).
Prethodno razmatrane tehnike za detekciju virusa najées¢e se koriste u medicinskoj
dijagnostici, ali su manje popularne za analizu uzoraka povrsinske i kanalizacione vode.
Razlog tome je S$to postoje brojni nedostaci. Do sada joS uvek nisu date smernice i
razradene metode koje bi bile najadekvatnije za ispitivanje virusa u uzorcima iz Zivotne
sredine (Hryniszyn i sar, 2013).

Od veceg broja molekularnih metoda, narocito su u upotrebi klasi¢ne ili gel-bazirane PCR
tehnike (PCR, RT-PCR i nested PCR), kao i real-time PCR (gPCR) i real-time RT-PCR (RT-gPCR)
tehnike. Lan¢anu reakciju polimeraze (PCR) je 1983. godine otkrio Kary Mullis, a ve¢ 1985.
godine je objavljena prva primena u dijagnosti¢ke svrhe u ispitivanju srpaste anemije kod
ljudi (Saiki i sar. 1985). Sa otkricem termostabilne DNK polimeraze (Saiki i sar, 1988),
metoda je dobijala sve veci znacaj u dijagnostici infektivnih oboljenja.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je ,in vitro” metoda prajmerom dirigovanog
umnoZavanja kratke specificne DNK sekvence. Ovom metodom se deo nukleinske kiseline
patogena u uzorku moZze specificno umnotziti do 2" (n-broj ciklusa) kopija. Kada je polazni
materijal RNK patogena, neophodan prethodni korak predstavlja reverznu transkripciju (RT)
u svrhu dobijanja jednolancane komplementarne DNK (cDNK) koja ulazi u PCR reakciju.
Metoda lan¢ane reakcije polimeraze je bazirana na enzimatskom umnozZavanju dela
virusnog genoma upotrebom termostabilne DNK polimeraze koris¢enjem specifinih
oligonukleotidnih prajmera. Reakcija se sastoji od veceg broja ponovljenih ciklusa promena
temperature u kojima dolazi do umnozavanja specifiécnog fragmenta DNK. Svaki ciklus se
sastoji od tri dela: razdvajanje lanaca DNK (eng. denaturation) na oko 95°C, vezivanje
zaCetnih oligonukleotida — prajmera (eng. primer annealing) na ta¢no odredeno,

komplementarno mesto na lancu DNK, pri temperaturi od 45 do 72°C i sinteza (eng. primer
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extension) ili izduZivanje vezanih prajmera u pravcu formiranja novog komplementarnog
dela DNK lanca, koji se odvija vec¢inom pri temperaturi od 72°C. Nakon odgovarajuéeg broja
ciklusa sledi finalna ekstenzija u trajanju 5-15 min. na temperaturi 72°C, ¢ime se broj kopija
dodatno povecéava. Celokupna reakcija se odvija u ,thermocycler” koji omogudava
programiranje temperaturnog rezima i vremena ciklusa i njegovih delova. Reakcija se
najcesce sastoji od 25 do 40 ciklusa. Ponovljenim ciklusima denaturacije, vezivanja i sinteze
moguce je umnotZiti specifican deo DNK tac¢no odredene veli¢ine, Ciji se veliki broj kopija
akumulira u mikrogramskim koli¢inama koje lako mogu da se vide u gelu posle bojenja
etidijum - bromidom kod klasi¢nih PCR i RT-PCR reakcija, odnosno intenzitetom emisije
fluorescentnog zracenja kod real-time PCR i RT-PCR reakcija. (Saiki i sar, 1985; Saiki i sar,
1988; Boye i sar, 1991; Petrovic i sar, 2006, 2010b). Lan¢ana reakcija polimeraze (PCR) je
veoma bitna metoda za epidemioloske studije jer omogudéava diferencijaciju genotipova
virusa koristeéi specificne prajmere (Barkely i Prescott, 2008). Rezultati nakon PCR metode
mogu se dobiti za nekoliko sati od vremena uzorkovanja (Fong i Lipp, 2005). Greening i sar.
(2002) su uporedivali tri metode (izolacija virusa na kulturi ¢elija, izolacija na kulturi ¢elija
sa PCR i PCR) za detekciju virusa u uzorcima Zivotne sredine i utvrdili da je direktan PCR
najuspesnija metoda, jer je detektovan najveéi procenat adenovirusa i enterovirusa ovom
metodom.

Dalji razvoj PCR je uslovio pojavu novih molekularnih tehnika. Molekularne metode real-
time PCR (gqPCR) odnosno real-time RT-PCR (RT-qPCR) (PCR i RT-PCR u stvarnom vremenu),
predstavljaju brzu, osetljiviju (i do 100 puta), specifi¢niju, manje zdravstveno opasnu i
ekoloski Cistiju (ne koriste se kancerogena sredstva u radu) a sofisticiraniju tehniku u
odnosu na konvencionalne gel bazirane metode PCR i RT-PCR. Ovim metodama je moguce
pratiti signal umnoZavanja dela genoma infektivnog agensa u svakom momentu reakcije,
kao i tacno kvantifikovati (uporednim koriséenjem standarda) koli¢inu infektivnog agensa u
startnom materijalu, pri éemu je istovremeno smanjena moguénost unakrsne
kontaminacije i dobijanja lazno pozitivnih rezultata, a omoguéeno je istovremeno
ispitivanje velikog broja uzoraka.

Real-time PCR je nov, savremen test koji je, za razliku od klasicnog PCR, u moguénosti da
stvaranje i nakupljanje specificnog produkta prati kroz vremensku dimenziju i samim tim se
pocetna koli¢ina ciljnog dela DNK ili RNK u uzorku mozZe lako izraCunati. Postoji vise vrsta

real-time PCR reakcija. Naj¢eS¢e je u upotrebi "TagMan" test koji koristi fluorescentnu
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emisiju kao meru za akumulaciju specificnog PCR produkta. Kod ove reakcije se pored
prajmera koristi i specifi¢cna proba koja se dizajnira tako da je korespondentna tj. specifi¢na
jednom delu DNK koji se umnoZava prajmerima. Proba na jednom kraju (5') ima vezan
emiter signala energije, a na drugom kraju (3') absorber energije (tzv. kvencer). Samo kada
se prajmeri vezu i umnoze specifican produkt DNK koji se detektuje, u toku umnozavanja
vezace se i proba za specifican produkt. Pri tome dolazi do izduZivanja probe i cepanja veze
emitera i apsorbera putem enzimske aktivnosti Taq polimeraze $to se ocitava emisijom
fluorescencije koju registruje real-time PCR aparat. Sto je intenzivnija emisija veéi je broj
vezanih proba, odnosno vise je produkta reakcije. Na ovaj nacin se kvantitativno moze
odrediti povecéanje specificnog produkta u vremenu. Detekcija podrazumeva detekciju
fluorescencije, emitovane od strane fluorescentne probe, koja se koristi kao sistem za
detekciju. Prag (eng. Threshold) je vrednost koja se zadaje real-time PCR aparatu, kao nivo
fluorescencije koji predstavlja prag detekcije koji treba da detektuje za pojedinacan uzorak
(uvek se postavlja u eksponencijalnoj fazi). Uzorci se medusobno razlikuju po broju ciklusa
amplifikacije koji im je potreban da dostignu zadatu vrednost praga detekcije, a to je
takozvana Ct vrednost (Sto je veca pocetna kolic¢ina ciljnog dela DNK u uzorku, to mu je
potrebno manje ciklusa da dostigne zadati prag detakcije tj. manja je Ct vrednost za taj
uzorak).

Glavna poteskoéa prilikom analize uzoraka Zivotne sredine metodom gPCR je prisustvo
supstanci koje inhibiraju PCR reakciju. Za ekstrakciju DNK, iz ovog razloga, najcesée se
koristi metoda sa magnetnim cCesticama i ¢esto nema potrebe razblazivati uzorak, osim u
slucaju uzoraka voda tesko opterecenih organskim i neorganskim materijama (kao Sto je
kanalizaciona voda). Uopsteno, preporucuje se da se uzorci iz Zivotne sredine testiraju i
koncentrovani i u desetostrukom razblazenju ekstrahovanih nukleinskih kiselina u cilju
smanjenja uticaja inhibicije reakcije, dobijanja pozitivnih rezultata i preciznije kvantifikacije
(Hundesa i sar, 2009).

Mnoge studije su pokazale da je osetljivost gPCR najéesée znadajno veca nego kod PCR
(Fong i Lipp, 2005). Staggemeier i sar. (2015) su uporedivali metode klasican PCR i qPCR za
detekciju humanih adenovirusa u uzorcima povrsinskih voda i sedimenta. Autori su
potvrdili da su klasi¢an PCR i njegove varijante veoma osetljivi i specifi¢ni, ali imaju neka
ograni¢enja, kao Sto su: koris¢enje agaroza ili poliakrilamid gel elektroforeze, rizik od

kontaminacije, nemogucénosti kvantifikacije amplifikacije, i koris¢enje reagenasa poput
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etidijum-bromida koji je kancerogen. U odnosu na klasican PCR, za detekciju HAdV u
uzorcima iz Zivotne sredine, gPCR se pokazao se kao pouzdana i ekonomi¢na metoda. Osim
toga, amplifikacija i detekcija se vrSe u zatvorenom sistemu, ¢ime je smanjena moguénost
kontaminacije.

Sekvenciranje DNK je tehnika kojom se odreduje ta¢an redosled nukleotida nukleinskih
kiselina. Prva dva opSte poznata postupka za utvrdivanje redosleda nukleotida DNK su se
pojavila 1977. godine. U pitanju su Chemical cleavage ili Maxam-Gilbert-ov metod i Chain
terminator, Dideoxy ili Sanger sekvenciranje. Oba pristupa odredivanja sekvence nukleinske
kiseline se oslanjaju na odvajanje smese fragmenata razlicitih veli¢ina na poliakrilamidnom
gelu.

Prvi metod koji su opisali Sanger i Coulson 1975. godine za sekvenciranje DNK zvao se ,,plus
i minus” ali zbog neefikasnost ove metode, dve godine kasnije, Sanger i njegovi saradnici su
opisali novu revolucionarnu metodu za sekvenciranje oligonukleotida enzimskom
polimerizacijom (Sanger i sar, 1977; Franca i sar, 2002). Ova metoda je podrazumevala
enzimsku reakciju DNK polimeraze koja formira nov komplementaran lanac koristeci
dideoxi nukleotide. Metoda je izvedena u Cetiri razliCite tube, od kojih svaka sadrzi
odgovarajucu koli¢inu jednog od Cetiri terminatora (A,T,G,C). Svi generisani fragmenti su
imali isti 5" kraj, a ostatak na 3" kraju je odreden dideoksinukleotidima koji se koriste u
reakciji. Kada se zavrSe sve Cetiri reakcije, dobija se smesSa razli¢itih veli¢ina DNK
fragmenata. Postupak sekvenciranja na osnovu hemijske degradacije su opisali Maxam i
Gilbert 1977. godine. Ova metoda podrazumeva nasumi¢no cepanje lanca DNK na 4
razli¢ita nukleotida (adenin, guanin, citozin i timin), koristeéi specificne hemijske agense.
Proizvodi ove Ccetiri reakcije se razdvajaju elektroforezom na poliakrilamidnom gelu i
sekvenca se Cita sa 4 paralelne trake na gelu (Maxam i Gilbert, 1977; Franca i sar, 2002).
Daljim razvojem sekvenciranja doslo je do njegovog automatizovanja i sada su nukleotiditi
obelezZeni razli¢itim bojama i fluoresciraju na razli¢itim talasnim duzinama, a laserski se
¢itaju. Rezultati su prikazani u obliku hromatograma sa razli¢ito obojenim pikovima gde
svaki predstavlja odgovaraju¢i nukleotid na odredenom mestu u sekvenci, istovremeno
dajuci uvida i u intenzitet signala njegovog ocditavanja. Sa sve veéim razvojem nauke,
Sangerova metoda je postala ogranicavajuca, jer se smatralo da bi trebalo da se omoguci
ocitavanje velikog broja sekvenci paralelno. Nove tehnike DNK sekvenciranja su omogudile

veéu brzinu, tacnost i kvalitet dobijenih rezultata ali je samim tim i veéa cena (Ansorge,
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2009). Prvi znaci preokreta u sekvenciranju su bili 2005. godine sa objavljivanjem
tehnologije ,sequencing-by-synthesis“ kompanije 454 Life Sciences i ,,multiplex polony
sequencing protocol” od George Church’s lab (Schuster, 2008). Klju¢na karakteristika ,Next
generation sequencing” (NGS) je paralelizacija velikog broja reakcija sekvenciranja.
Instrumenti 454, Illumina i SOLID su instrumenti ,Druge generacije sekvenciranja“. Cilj
"Trece generacije sekvenciranja“ je da se pojednostavi postupak i smanji cena reakcije.
Jedan nacin da se to postigne je izbegavanje pripreme uzorka i amplifikacije pojedinacnih
molekula, ¢ime se smanjuju troskovi za reagense. JoS jedna tendencija je koris¢enje
klasi¢nih sistema detekcije. , Single molecule real time (SMRT) sequencing”, ,,DNA nanoball
sequencing”, ,Nanopore sequencing” i ,lon torrent” pripadaju treéoj generaciji
sekvenciranja (Guzvic, 2013). Platforma 4G je evoluirala veoma brzo i podrazumeva
kombinaciju ,single-molecule sequencing” iz 3. generacije i integraciju tehnologije

»hanopore“ (Srinivasan i Batra, 2014).

2.7 UKLANJANJE VIRUSA ZIVOTINJA | LIUDI IZ VODE

Virusi €esto opstaju u Zivotnoj sredini duze od bakterija pa je pri oceni mikrobioloskog
kvaliteta vode nedovoljno pouzdano oslanjati se samo na bakterijske indikatore. U jednoj
studiji, nakon pojave hepatitisa kod ljudi ispitani su uzorci vode i detektovani su HAV,
rotavirusi i enterovirusi u uzorcima koji su bili bakterioloski ispravni. Pokazalo se da koli¢ina
hlora jeste bila dovoljna da ukloni bakterije, ali ne i viruse. Ova studija je i ukazala na
vaznost uspostavljanja intenzivnijeg tretmana vode i ¢eSéeg testiranja vode na prisustvo
patogenih virusa, a ne samo nakon pojave epidemija (Bosch, 1998).

PreciS¢avanje otpadnih voda podrazumeva fizicki, hemijski i bioloski tretman u
postrojenjima za precis¢avanje, kako bi se potpuno ili delimi¢no eliminisale zagadujuée
materije i obezbedila ekoloski bezbedna voda pre ispustanja u recipijent koji je obi¢no
povrsinska voda, tj. reka, jezero ili more (Masclaux i sar, 2013). Performanse sistema za
precis¢avanje otpadnih voda se utvrduju uglavhom samo za bakterioloske indikatore i
smatraju se nedovoljnim za obezbedivanje mikrobioloskog kvaliteta vode, jer nisu nuzno

povezane sa uklanjanjem virusa iz vode (Okoh i sar, 2010).
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Fekalno zagadenje vode koja se koristi za pi¢e i proizvodnju hrane predstavlja glavni
zdravstveni problem (Masclaux i sar, 2013). Komunalne otpadne vode predstavljaju
mesavinu ljudskih izlucevina, suspendovanih materija i mnostvo hemikalija koje poti¢u od
stambenih, poslovnih i industrijskih aktivnosti. Sirova kanalizaciona voda je glavni nosilac
Stetnih agenasa, narocito gastroenteri¢nih patogena i zato je tretman otpadnih voda od
kljuénog znacaja za javno zdravlje. Entericni virusi ljudi se u vodi nalaze ili slobodni ili
adsorbovani na ¢vrste Cestice. Procesi koagulacije, flokulacije, sedimentacije i filtracije
mogu biti korisni za fizicko uklanjanje Cestica. Neki virusi ne mogu da se uklone ovim
procesima pa je potrebno da se primenjuju dezifenkcija hlorom, ozonom i UV zracenje.
Kombinacija svih ovih procesa moZe ukloniti znacajnu koli¢inu virusa. Hlorisanje moZe da
bude jedan od najefikasnijih tretmana za inaktivaciju HAV u vodi ali je veoma bitna
koncentracija hlora. U nekim studijama je pokazano da je tretiranje procesima koagulacije,
sedimentacije, filtracije i dezinfekcije efikasno za inaktivaciju HAV u vodi (Craven i sar,
2009). U konvencionalnim gradskim precista¢ima otpadne vode uglavhom se koriste samo
fizicki procesi kao Sto su taloZenje i aktivni mulj Sto dovodi do zagadenja recipijenta
virusima (Okoh i sar, 2010). U mnogim publikacijama je ustanovljeno da se stopa
inaktivacije hepatitis A virusa (HAV) razlikuje u odnosu na druge viruse ili bakterije.
Temperatura je jedan od bitnih faktora. Smatra se da niZe temperature i prisustvo
sedimenta u vodi moZe da poboljSa opstanak virusa (Bosch, 1995).

Otpadna voda koja dospeva u postrojenje za preciScavanje se naziva influent. On se tretira
hemijskim, fizickim i bioloSkim procesima nakon cega se izliva u reke i druge povrsinske
vode tj. recipijente kao efluent. Najées¢e, prva faza preciS¢avanja otpadnih voda
podrazumeva uklanjanje grubih, velikih ostataka (gruba resetka). Zatim sledi druga faza, ili
primarni tretman, kojim se uklanjaju ¢vrste materije i organska materija tako Sto se Cvrste
Cestice taloze a organska materija ostaje da pluta na povrsini. Sekundarni aerobni tretman
podrazumeva asimilaciju makromolekula kao $to su Seceri, proteini i deterdZenti. Tercijarni
tretman ili neorgansko uklanjanje nutrijenata, moZe biti od strane biljaka i
mikroorganizama, pri ¢emu se npr. uklanjaju nitrati od strane bakterija u procesu
dentrifikacije. Na kraju je proces dezinfekcije koji obi¢no podrazumeva hlorisanje vode u
cilju unistavanja patogena, a potom dehlorisanje pre ispustanja u recipijent. Jedan od
nacina dezinfekcije je i primena UV zracenja jer je veoma efikasno za unistavanje bakterija,

protozoa i virusa. Medutim, mnoge studije su pokazale da UV tretman nije efikasan pri
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uniStavanju adenovirusa ljudi, kao i nekih bakterija, npr. Pseudomonas aeruginosa
(Quidort, 2013). Enteri¢ni virusi iz postrojenja za preradu otpadnih voda najcesée se
uklanjaju kombinacijom ireverzibile adsorpcije i inaktivacije dezinfekcionim sredstvima.
Efikasnost uklanjanja virusa varira u zavisnosti od adsorptivne sposobnosti virusnih ¢estica i
adsorbenta. Potencijalni adsorbenti virusa u povrSinskim vodama su pesak, glina, neke
bakterije, koloidi i sedimenti. Nekoliko faktora uti€e na interakciju virusa sa cvrstim
Cesticama a neki od njih su izoelektricna tacka virusa i hidrofobnost adsorbenta.
Dezinfekcija podrazumeva upotrebu hemijskih materija koje inaktiviSu viruse oksidacijom ili
inhibicijom celijske aktivnosti, dok UV zracenje sprecava replikaciju (Okoh i sar, 2010).
Dezinfekcija sa niskim pritiskom monohromatskog ultraljubi¢astog (UVC) zracdenja (253.7
nm) je postala vazna tehnika za preciséavanje vode za pice, a takode i otpadne vode u
tercijarnim tretmanima (Calgua i sar, 2014). Najc¢eSc¢e je za inaktivaciju virusa najbolja

kombinacija nekoliko procesa precis¢avanja i dezinfekcije.

2.8 DIREKTIVE | ZAKONI U SRBUI

Direktiva o zastiti vode za kupanje se donosi u cilju zastite ljudi tokom rekreacije u
povrsinskim vodama. Indikator organizmi koji bi trebali da se kontroliSu u delu
mikrobioloSke ispravnosti su fekalne koliformne bakterije i patogeni virusi u vodi. Prisustvo
fekalnih koliformnih bakterija ne mora nuzno biti u korelaciji sa prisustvom patogenih
virusa u vodi (Lodder i sar, 2015). U Srbiji postoji veliki broj propisa koji ureduju oblast
voda. Pored Zakona o vodama i podzakonskih akata, ovu oblast reguliSu propisi o sistemu
zaStite Zivotne sredine, planiranju i uredenju prostora, izgradnji objekata, lokalnoj
samoupravi, komunalnim delatnostima, rudarstvu i energetici, poljoprivredi i Sumarstvu,
plovidbi, geoloskim istraZzivanjima, postupanju sa otpadom, koncesijama, stranim
ulaganjima i dr. Medutim, nije obezbeden osnov za integralno upravljanje vodama na
prostoru Republike Srbije, u skladu sa principima odrzivog razvoja i uz poStovanje nacela

prihvacenih u EU.
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2.8.1 Okvirna direktiva o vodama

Problemi vezani za upravljanje vodama i zastitu kvaliteta voda je pitanje kome Evropska
unija (EU) pridaje veliki znacaj. Ova tema postaje posebno aktuelna tokom procesa
priklju¢enja novih ¢lanica EU, jer su problemi vezani za zastitu voda i Zivotne sredine
izraZzeniji u ekonomski manje razvijenim zemljama. Zato je ispunjenje zahteva i zadovoljenje
standarda EU u oblasti voda sve vazniji uslov evropskih integracija. Kako je prikljucenje
Republike Srbije EU proces koji se ocekuje, a saradnja sa EU jedan od prioriteta, i
prilagodavanje evropskim standardima u svim oblastima jeste prioritet. Jedna od aktivnosti
koja vodi ka usaglasavanju sa evropskim standardima je i primena Okvirne direktive o
vodama EU - Water Framework Directive - Directive of European Parlament and of the
Council 2000/60/EC — Establishing a Framework for Community Action in the Field of Water
Policy (ODV) http://www.srbijavode.rs/sr-

latin/home/voda bez granica/EU regulativa u oblasti voda.html, pristupljeno 25.05.2015.

Okvirna direktiva o vodama je usvojena 22. decembra 2000. godine. Osnovni ciljevi
donosenja direktive WFD su: sveobuhvatna zastita svih voda uz primenu nacela integralnog
upravljanja vodnim resursima, postizanje dobrog statusa voda u roku od 15 godina,
integralno gazdovanje i upravljanje recnim slivovima, kontrola kvaliteta voda i ispustanja
zagadenih voda, pravilno utvrdivanje cena vode na osnovu klju¢nih principa: , korisnik
plada“, ,zagadiva¢ plaéa”“, ,potpuna nadoknada troSkova” i ukljuivanje javnosti u cilju

informisanja, konsultovanja i u¢eséa u odlucivanju.

2.8.2 Zakon o zastiti Zivotne sredine

Oblast zaStite prirode normativno je regulisana Zakonom o zastiti prirode i drugim
zakonskim i podzakonskim aktima koji se neposredno ili posredno odnose na prirodu i
prirodna dobra. Zakon o zastiti prirode ("Sluzbeni glasnik Republike Srbije" br. 36/09 i
88/2010) kojim se ureduju zastita i ocuvanje prirode, bioloska, geoloska i predeona
raznovrsnost je od izuzetnog znadaja za normativno regulisanje ove oblasti, a takode su
znacajna i mnoga podzakonska akta. Harmonizacija pravnih propisa iz oblasti zastite Zivotne
sredine i prirode sa propisima EU je u toku. Takode, unapredenju i uskladivanju zastite

prirode doprinosi i primena odredbi i principa medunarodnih konvencija ¢iji je nasa zemlja
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potpisnik http://www.zzps.rs/novo/index.php?jezik=sr&strana=propisi_zakoni (pristupljeno

25.05.2015.)

U ¢lanu 23. zakona o zastiti Zivotne sredine “Sl. glasnik RS”, br. 135/2004 se naglasava:
,Vode se mogu koristiti i opteredivati, a otpadne vode ispustati u vode uz primenu
odgovarajuceg tretmana, na nacin i do nivoa koji ne predstavlja opasnost za prirodne
procese ili za obnovu kvaliteta i koli¢ine vode i koji ne umanjuje moguénost njihovog
viSenamenskog koris¢enja. Zastita i koriS¢enje voda ostvaruje se u okviru integralnog
upravljanja vodama sprovodenjem mera za ocuvanje povrsinskih i podzemnih voda i
njihovih rezervi, kvaliteta i koli¢ina, kao i zastitom korita, obalnih podrudja i slivova, u
skladu sa posebnim zakonom. Mere zastite voda obezbeduju sprecavanje ili ograni¢avanje
unosenja u vode opasnih, otpadnih i drugih Stetnih materija, pracenje i ispitivanje kvaliteta
povrsinskih i podzemnih voda, kao i kvaliteta otpadnih voda i njihovo precis¢avanje”.

U “sl. glasnik RS”, br. 36/09 u Clanu 6. Zakona o izmenama i dopunama zakona o zastiti
zivotne sredine se navodi:

,Vode se mogu koristiti i opteredivati, a otpadne vode ispustati u vode uz primenu
odgovarajuceg tretmana, na nacin i do nivoa koji ne predstavlja opasnost za prirodne
procese ili za obnovu kvaliteta i koli¢ine vode i koji ne umanjuje mogucénost njihovog
viSenamenskog koris¢enja. ZasStita i koriS¢enje voda ostvaruje se u okviru integralnog
upravljanja vodama sprovodenjem mera za oCuvanje povrsinskih i podzemnih voda i
njihovih rezervi, kvaliteta i koli¢ina, kao i zastitom korita, obalnih podrucja i slivova, u
skladu sa posebnim zakonom. Radi zastite i o¢uvanja koli¢ina i kvaliteta podzemnih rezervi
voda vrse se detaljni istrazni radovi, kao i izrada bilansa rezervi podzemnih voda. Zastita
vode ostvaruje se preduzimanjem mera sistematskog i kontrolnog pracenja kvaliteta voda,
smanjivanjem zagadivanja voda zagadujuéim materijama ispod propisanih grani¢nih
vrednosti i preduzimanjem tehnic¢ko-tehnoloskih i drugih potrebnih mera za njihovo
preciS¢avanje, kako bi se sprecilo unoSenje u vode opasnih, otpadnih i drugih Stetnih
materija, kao i pra¢enjem uticaja zagadenih voda na zdravlje ljudi, Zivotinjski i biljni svet i
Zivotnu sredinu. Zastita voda obuhvata i zastitu voda od uticaja prekograni¢nog zagadenja,

tako da se obezbeduje o¢uvanje voda u celini“.
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2.8.3 Zakon o vodama

Republika Srbija mora u narednom periodu promeniti svoj odnos prema vodi, pri ¢emu
unapredenje drustvene svesti o vodama, odnosno shvatanja prave uloge i znacaja vode u
razvoju drustva predstavlja izuzetno vazan cilj. Nedovoljno oslanjanje na savremene
principe upravljanja vodama iziskuje potrebu da se kod nas ova oblast reguliSe u skladu sa
zakonodavstvom EU, ukljucujuci i ekonomski aspekt. U “Sl. glasnik RS”, br. 30/2010 i
93/2012 se navodi: ,Zakon o vodama ureduje pravni status voda, integralno upravljanje
vodama, upravljanje vodnim objektima i vodnim zemljiStem, izvore i nacine finansiranja
vodne delatnosti, nadzor nad sprovodenjem ovog zakona, kao i druga pitanja znacajna za
upravljanje vodama; daje osnov za niz podzakonskih akata i strateSkih i planskih
dokumenata iz oblasti integralnog upravljanja vodama; propisuje preciséavanje otpadnih
voda, koje se ispustaju u recipijent, do nivoa koji odgovara grani¢nim vrednostima emisije,
odnosno do nivoa kojim se ne narusavaju standardi kvaliteta Zivotne sredine recipijenta;
Propisuje obaveze merenja koli¢ine i ispitivanja kvaliteta otpadnih voda.“ Clan 98. zakona o
ovdama se odnosi na obavezu preciséavanja otpadnih voda i navodi se da:

- ,Pravno lice, preduzetnik, odnosno fizicko lice koje ispusta ili odlaze materije koje mogu
zagaditi vodu duZno je da te materije, pre ispustanja u sistem javne kanalizacije ili
recipijent, delimic¢no ili potpuno odstrani, u skladu sa ovim zakonom i posebnim zakonima
koji ureduju oblast zastite Zivotne sredine, odnosno propisa donetih na osnovu tih zakona.

- Pravno lice, preduzetnik, odnosno fizi¢ko lice koje ispusta otpadnu vodu neposredno u
recipijent duzno je da obezbedi prediséavanje otpadnih voda do nivoa koji odgovara
grani¢nim vrednostima emisije, odnosno do nivoa kojim se ne narusSavaju standardi
kvaliteta Zivotne sredine recipijenta (kombinovani pristup), uzimajuci stroziji kriterijum od
ova dva.

- Radi obezbedivanja preciséavanja otpadnih voda, pravno lice, odnosno preduzetnik koje
ispusta otpadnu vodu u recipijent ili javnu kanalizaciju duzno je da obezbedi sredstva i
utvrdi rokove za izgradnju i pogon tih uredaja, u skladu sa planom zasStite voda od
zagadivanja i posebnim zakonima koji ureduju oblast zaStite Zivotne sredine. Akt o
ispustanju otpadnih voda u javnu kanalizaciju donosi nadlezni organ jedinice lokalne

samouprave”.
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Cilj disertacije je da se utvrdi i analizira prisustvo odabranih animalnih i humanih virusa
(humani adenovirus, norovirus, adenovirus svinja, poliomavirus goveda, hepatitis A i
hepatitis E virus) u povrSinskim vodama na teritoriji Autonomne Pokrajine Vojvodine
(Republika Srbija), primenom najsavremenijih metoda koncentrovanja i molekularnih
metoda detekcije virusa, koje se pripremaju ili se tek uvode u programe nadzora prisustva

virusa u vodi u nekim visoko ekonomski razvijenim zemljama.

Ocekivani rezultati su prisustvo humanih i animalnih patogenih virusa, kao i zoonotskih
virusa u fekalno kontaminiranim vodama, odnosno, njihovo odsustvo u uzorcima vode koja

nije pod uticajem otpadnih voda. Dobijeni rezultati ¢e dati odgovore na slededa pitanja:

e daliseikoliko uspesno mogu koristiti razvijene savremene metode koncentrovanja
virusa u vodi i molekularne metode detekcije virusne kontaminacije povrsinskih
voda;

e dali se primenjene metode mogu koristiti za rutinski nadzor virusoloske ispravnosti
povrsinskih voda, ukoliko to u buduénosti postane zahtev kontrole kontaminacije
Zivotne sredine;

e da li su animalni i humani virusi prisutni u povrsinskim vodama na podrucju
Vojvodine;

e kolika je prevalenca pojedinih virusa u ispitivanim vodama na analiziranom
podrudju;

e da li su infekcije navedenih virusa prisutne u populaciji Zivotinja i ljudi, Sto ée biti
utvrdeno indirektnim putem i

e da li postoji rizik za zdravlje Zivotinja i ljudi na podrucju koje gravitira ispitanim

povrsinskim vodama.
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4.1 Uzorci povrsinskih voda

U radu su koriséeni uzorci povrsinskih voda sa teritorije Autonomne Pokrajine Vojvodine,
na 30 odabranih lokaliteta. Odabrani lokaliteti su se nalazili u blizini vecih gradova, na
mestima nakon ispusta otpadnih kanalizacionih voda iz naseljenih mesta, u blizini farmi, u
zaSticenim prirodnim podrucjima i na gradskim plazama, a sve u cilju procene prisustva
reprezentativnih virusa u njima. Takode, sa tri lokaliteta je uzorkovana gradska kanalizacija,
od kojih su dva pre uliva u precista¢ otpadnih voda, a potom i izlivi iz precistaca u
povrsinske vode (Subotica i Sombor), a jedan je bio netretirana kanalizaciona voda (Odzaci,
gde precistac ne postoji i otpadna voda se direktno uliva u kanal Dunav-Tisa-Dunav) (SI.12).
Fotografije lokaliteta u daljem tekstu (SI.14 - SI.47, osim SI.43 i 46) su nacinjene pri prvom

uzorkovanju svakog od lokaliteta.

Slika 12. Lokaliteti uzorkovanja na podrucju Autonomne Pokrajine Vojvodine u Srbiji

Legenda: 1.Dunav - GC-1 Novi Sad; 2.Dunav - GC-2 Novi Sad; 3.Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad; 4.Dunav -
plaza Strand 1, Novi Sad; 5.Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad; 6.Dunav - Plavna; 7.Dunav - Karadordevo;
8.Dunav - Pancevo; 9.Krivaja -Srbobran - pored farme goveda; 10.Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme;
11.Krivaja - Srbobran - farma svinja 1; 12.Krivaja - Radicevic - crpna stanica nizvodno od farme svinja 2;
13.Krivaja - Radicevi¢ - pored farme goveda, svinja i pili¢a; 14.Mostonga, DTD kanal - posle TP; 15.DTD kanal -
Sombor; 16.DTD kanal - Odzaci; 17.DTD kanal - Backi Petrovac; 18.DTD kanal - Melenci-Basaid; 19.DTD kanal -
Kikinda; 20.Pali¢cko jezero - posle TP; 21.Pali¢ko jezero - plaza; 22.Tisa - Curug - plaZa; 23.Jegri¢ka - Zabalj;
24.Begej - Zrenjanin; 25.0bedska bara - Obrez; 26.Sava - Sr. Mitrovica-plaZza; 27.Sava-Sr.Mitrovica;
28.Rakovacki potok - Rakovac; 29.Veliki backi kanal - Vrbas; 30.KClll kanal - Vrbas; 31.Gradska kanalizacija
Sombor; 32.Gradska kanalizacija Odzaci; 33.Gradska kanalizacija Subotica, Palic.
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Prvo uzorkovanje je izvrSeno tokom zime (oktobar-decembar) 2012. godine na tri lokaliteta
i ukupno 9 tacaka uzorkovanja. Nakon toga, u tri uzorkovanja tokom tri razliite sezone
(leto (jun-oktobar) 2013, jesen/zima (novembar-decembar) 2013. i proleée (mart-jun) 2014.

godine) sakupljeno je po 30 uzoraka povrsSinskih voda sa 30 lokaliteta i 3 uzorka gradske

4Prisustvo i rasirenost virusa zivotinja i ljudi u povrsinskim vodama Vojvodine”

kanalizacione vode sa 3 lokaliteta. Ukupno je sakupljeno 108 uzoraka sa 33 lokaliteta

(Tab.2).

Tabela 2. Lokaliteti i vreme uzorkovanja

2013

2014

Lokalitet

VI VII

v

VvV Vi

10 o) N oy U g W Iy =

WINNNNNNNNNNRRRRRRBRERBERR
CLONOUBWNROLOLONOUDWNIERO

Dunav - GC-1 Novi Sad

Dunav - GC-2 Novi Sad

Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad

Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad

Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad

Dunav - Plavna

Dunav - Karadordevo

Dunav - Pancevo

Krivaja - Srbobran - pored farme goveda

. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3

. Mostonga, DTD kanal - posle TP

. DTD kanal - Sombor

. DTD kanal - Odzaci

. DTD kanal - Backi Petrovac

. DTD kanal - Melenci-Basaid

. DTD kanal - Kikinda

. Pali¢ko jezero - posle TP

. Pali¢ko jezero- plaza

. Tisa - Curug - plaza

. Jegricka - Zabalj

. Begej - Zrenjanin

. Obedska bara - Obrez

. Sava - Sr. Mitrovica-plaza

. Sava - Sr. Mitrovica

. Rakovacki potok - Rakovac

. Veliki backi kanal - Vrbas

. KClll kanal - Vrbas

- e e o X

=
e o o o

—

- e e

w ww
W N =

. Gradska kanalizacija Sombor
. Gradska kanalizacija Odzaci
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢

Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; llI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,®” IzvrSena uzorkovanija;
»/” nisu vrsena uzorkovanja; TP-tretman precis¢avanja
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Svi uzorci povrsinskih i kanalizacionih voda su sakupljani u asepti¢ne kontejnere od 10 L
(S1.13), nakon cega su u kratkom vremenskom periodu transportovani u laboratoriju i
cuvani u frizideru najvise 24 sata do postupka koncentrovanja vode. Uzorci kod kojih nije
odmah radena ekstrakcija nukleinskih kiselina su ¢uvani na -70°C. Takode, nakon uradene
ekstrakcije nukleinskih kiselina, ekstrakt je ¢uvan na pomenutoj temperaturi do testiranja

na prisustvo virusa.

Slika 13. Kontejneri za uzorke vode

4.1.1 Uzorci vode reke Dunav

Duzina Dunava je 2857 km, a povrsina sliva 817.000 km2. Korito Dunava proteze se kroz
teritorije 10 zemalja (Nemacka, Austrija, Slovacka, Madarska, Hrvatska, Srbija, Bugarska,
Rumunija, Ukrajina, Moldavija). Deonica kroz Srbiju iznosi 588 km, a na duZini od 230 km
te¢e drzavnom granicom. Resursi Dunava se koriste za snabdevanje tehnickom vodom
stanovnistva, industrije, poljoprivrede, hidroenergetike, za plovidbu, ribarstvo, turizam,
rekreaciju i drugo (Pencev i Pinka, 2015).

Lokaliteti uzorkovanja reke Dunav bili su sledeci:

e GC-1 Novi Sad (WGS 45°15°06.408"N; 19°51°22.916"E), lokalitet br.1 (SI.14),
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e GC-2 Novi Sad (WGS 45°15°44.198”N; 19°51°28.359”E), lokalitet br.2 (SI.15),

e plaZa Oficirac Novi Sad (WGS 45°15°43.806”N; 19°51°51.223”E), lokalitet br.3 (SI.16)
e plaZa Strand 1 Novi Sad (WGS 45°14'11.22"N; 19°50'54.69"E), lokalitet br.4 (SI.17),
e plaZa Strand 2 Novi Sad (WGS 45°14'5.98"N; 19°50'48.25"E), lokalitet br.5 (SI.17),

e Plavna (WGS 45°19'23.38"N; 19°7'3.92"E), lokalitet br.6 (SI.18),

e Karadjordjevo (WGS 45°15°53.325”N;19°16°15.998"E), lokalitet br.7 (SI.19) i

e Pancevo (WGS 44°50'46.83"N; 20°38'12.40"E), lokalitet br.8, (SI.20).

U Novom Sadu dva lokaliteta su izabrana nizvodno od izliva kanalizacije GC-1 i GC-2 kako bi
se utvrdilo moguce prisustvo virusa i ukazalo na kontaminaciju vode poreklom od ljudi i
Zivotinja. Glavna crpna stanica GC-1 prihvata otpadne i atmosferske vode dela grada koji se
nalazi juzno od Futoske i Jevrejske ulice do Dunava, kao i otpadne vode Veternika i Futoga,
a izliv ove crpne stanice nalazi se uz SetaliSte duz obale Dunava, na pocetku Bulevara cara
Lazara i Radnicke ulice i okupira jednu od najatraktivnijih lokacija u gradu. Izliv kanalizacije
severnog sliva je pomeren nizvodno i nalazi se u neposrednoj blizini drumsko Zelezni¢kog
mosta, pa crpna stanica GC-2 prihvata otpadne vode severnog dela grada od Futoske pijace

http://www.novisad.rs/lat/centralni-gradski-precistac-otpadnih-voda (pristupljeno

01.06.2015.). U Novom Sadu je uzorkovanje plaze ,Strand“ na dve lokacije (levo i desno od
Mosta Slobode) i plaze ,Oficirac” na jednom lokalitetu izvrSeno u cilju utvrdivanja
potencijalnog rizika za kupace. Takode na dva lokaliteta: loviste ,Plavna” i SRP
,Karadordevo” (loviste Karadordevo) su veoma bitne lokacije na kojima je vrSeno
uzorkovanje jer su manje optereéenje otpadnim vodama, tako da su ti lokaliteti uzorkovani
kao pretpostavljeno manje kontaminirani delovi Dunava. U Pancevu se gradska kanalizacija
izliva u Dunav i postojala je pretpostavka da je moguée utvrditi prisustvo virusa, zbog Cega

je uzorkovanje vrSeno i na ovom lokalitetu.
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Slika 15. Lokalitet uzorkovanja br.2. Dunav - GC-2 Novi Sad
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Slika 17. Lokaliteti uzorkovanja br.4. i 5. Dunav, plaZa Strand 1. i 2. Novi Sad
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Slika 19. Lokalitet uzorkovanja br.7. Dunav - Karadordevo
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Slika 20. Lokalitet uzorkovanja br.8. Dunav - Pancevo

4.1.2 Uzorci vode reke Krivaja

Podrucje sliva reke Krivaje obuhvata severni i srediSnji deo Backe. Tok Krivaje karakterise
relativno velika Sirina u odnosu na dubinu, mali proticaj i izrazito meandriranje kao
posledica malog proticaja i konfiguracije terena, a obale su uglavnom obrasle trskom i
drugim barskim biljem. Na slivu preovladava tradicionalna poljoprivredna proizvodnja koja
podrazumeva nedovoljno kontrolisanu upotrebu dubriva i pesticida koji ugrozavaju kvalitet
zemljista, povrsinskih i podzemnih voda. Krivaja predstavlja recipijent za petnaest
registrovanih i neutvrden broj neregistrovanih zagadivaca, koji svoje otpadne vode
direktno ili preko manjih kanala ispustaju u ovu reku. Kako su ovi kanali sporotekudi i sa
malom kolicnom vode (narocito u letnjem periodu), njima ve¢im delom godine tece
otpadna voda (Acimovici Leles, 2013).
Lokaliteti uzorkovanja reke Krivaje bili su:

e u blizini farme goveda u Srbobranu (WGS 45°37'48.10"N; 19°42'45.00"E), lokalitet
br.9. (SI.21),
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e izmedu dve farme u Srbobranu (WGS 45°35'42.19"N; 19°44'19.63"E), lokalitet br.10
(S1.22),

e u blizini farme svinja 1 u Srbobranu (WGS 45°35'5.41"N; 19°45'5.18"E), lokalitet
br.11 (S1.23),

e crpna stanica nizvodno od farme svinja 2 (WGS 45°34°16.380“N; 19°50°49.345"E),
lokalitet br.12 (S.24) i

e U blizini farme 3 - farma goveda, svinja i pilica (WGS 45°35'28.92"N; 19°58'25.07"E),
lokalitet br.13 (SI.25).

Slika 21. Lokalitet uzorkovanja br.9. Krivaja - Srbobran - pored farme goveda
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Slika 22. Lokalitet uzorkovanja br.10 Krivaja - Srbobran - izmedu dve farme

Slika 23. Lokalitet uzorkovanja br.11. Krivaja - farma svinja 1
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Slika 24. Lokalitet uzorkovanja br.12. Krivaja - farma svinja 2
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Slika 25. Lokalitet uzorkovanja br.13. Krivaja - farma 3

4.1.3 Uzorci vode kanala Dunav-Tisa-Dunav

Kanal Dunav-Tisa—Dunav (DTD) je jedinstveni sistem kanala protiv poplava kao i za
navodnjavanje zemljista, plovni put, recipijent za otpadne vode, ali i u svrhu turizma, lova i
ribolova. Dunav-Tisa-Dunav je sistem kanala koji se protezu na oko 12.700 km?, izmedu
reka Dunav i Tisa, u Backoj i Banatu, na teritoriji Vojvodine. Ukupna duZina kanala je 929
km, ukljucujuéi nove i stare kanale i pritoke koje su bile cele ili declom obnovljene i
integrisane u sistem kanala. U mrezi kanala postoje 51 objekta-24 kapije, 16 prevodnica, 5
sigurnosnih kapija, 6 pumpi, kao i 180 mostova. Ova mreZa kanala omogucava susenje oko
700.000 ha zemnjista i navodnjavanje 50.000 ha. Moguca plovidba kanalom je 664 km. U

sistemu kanala nalazi se 14 luka za utovar-istovar tereta http://www.vodevojvodine.com/

Lokaliteti uzorkovanja vode iz DTD kanala bili su slededi:

e Sombor nakon izliva preciS¢ene vode u Mostonga - DTD (WGS 45°44'56.20"N;
19°6'41.81"E), lokalitet br.14 (SI.26),

e Sombor (WGS 45°44°25.778”N; 19°06°46.954"E), lokalitet br.15 (SI.27),

e OdZaci (WGS 45°32'8.66"N; 19°18'9.37"E), lokalitet br.16 (SI.28),

e Backi Petrovac (WGS 45°22'13.28"N; 19°36'42.50"E), lokalitet br.17 (SI.29),
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e Melenci-Basaid (WGS 45°32'34.06"N; 20°20'15.76"E), lokalitet br.18 (SI.30) i

e Kikinda (WGS 45°48'55.57"N; 20°25'9.94"E), lokalitet br.19 (SI.31).
. 4’,’ O N e :

Slika 27. Lokalitet uzorkovanja br.15. DTD kanal - Sombor
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Slika 28. Lokalitet uzorkovanja br.16. DTD kanal - OdZaci

Slika 29. Lokalitet uzorkovanja br.17. DTD kanal - Backi Petrovac
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Slika 30. Lokalitet uzorkovanja br.18. DTD kanal - Melenci-Basaid

Slika 31. Lokalitet uzorkovanja br.19. DTD - Kikinda
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4.1.4 Uzorci vode Palickog jezera

Pali¢ko jezero se nalazi 8 km od Subotice, pored mesta Pali¢ i predstavlja znacajni turisticki
centar Vojvodine. Jezero je eolskog porekla i predstavlja najvece jezero u Srbiji nastalo
prirodnim putem. Deo je zastiéenog podrucja Park prirode Pali¢. Jezero zahvata povrsSinu od
4,6 km?. Prose¢na dubina jezera je 1,9 m, najveca je 3,5 m, a turisti¢ki sektor zahvata 3,8
km?2 sa tri posebne plaze. Jezero je podeljeno na Cetiri  sektora

http://palic.org/palickojezero (pristupljeno 01.06.2015.).

Lokaliteti uzorkovanja na jezeru Pali¢ su bili:

e izliv precis¢ene kanalizacione vode (WGS 46° 4'54.10"N; 19°41'55.85"E), lokalitet
br.20 (S1.32) i

e kupaliSte muski Strand (WGS 46° 5'24.87"N; 19°45'48.71"E), lokalitet br.21 (SI.33).

Slika 32. Lokalitet uzorkovanja br.20. Palicko jezero - posle tretmana precis¢avanja
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Slika 33. Lokalitet uzorkovanja br.21. Palicko jezero - plaZa

4.1.5 Uzorci vode reke Tisa

Tisa je najveda pritoka Dunava i medunarodna reka, koja protiCe kroz Cetiri driave
(Ukrajina, Rumunija, Madarska, Srbija), a slivna povrsina prostire se i na podrucje Slovacke.
Ukupne je duzine 966 km i tipicna je ravnicarska reka. lzvire u Karpatima i jedna je od
najstarijih reka na svetu. Kroz Srbiju Tisa proti¢e u duzini od 160 km. Park prirode ,Stara

Tisa“ je upravo mesto gde je uzorkovana voda http://turizamusrbiji.rs/reka-tisa/ (pristupljeno

01.06.2015.).
Lokalitet uzorkovanja reke Tise bila je plaza u Curugu (Stara Tisa) (WGS 45°28'43.19"N;
20°3'53.40"E), lokalitet br.22 (SI.34).
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Slika 34. Lokalitet uzorkovanja br.22. Tisa - plaZa u mestu Curug

4.1.6 Uzorcivode reke Jegricka

Zasticeno podrucje Park prirode ,Jegricka” nalazi se na prostoru juzne backe lesne terase,
izmedu Malog bac¢kog kanala kod Despotova, na zapadu, i njenog u$ca u Tisu kod Zablja, na
istoku. Zasti¢eno prirodno dobro smesteno je na povrsini od 1.193,19 ha. Park prirode
JJegricka” prostire se na podrudju opstina: Backa Palanka, Vrbas, Temerin i Zabalj (Miskovic
i sar, 2009).

Lokalitet uzorkovanje reke Jegricke bio je u mestu Zabalj (WGS 45°23'14.72"N;
20°4'6.86"E), lokalitet br.23 (SI.35).
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Slika 35. Lokalitet uzorkovanja br.23. Jegricka u mestu Zabalj

4.1.7 Uzorci vode reke Begej

Begej je glavna pritoka Tise u Srbiji. Izvire u Rumuniji, dug je 284 km, a krajem 19. i
pocetkom 20. veka je kanalisan tako Sto je pomodéu dva kanala uzvodno od Temisvara
spojen sa rekom Tamis, pa su im dotoci postali medusobno zavisni. DuZina plovnog Begeja
iznosi 114 km, dopire do Temisvara, a njegova duZina kroz Srbiju iznosi 75,4 km na levoj i

77,2 km na desnoj obali gde je i prese¢en drzavnom granicom http://www.zrenjanin.rs/1-

95-19-0/Reka-Begej (pristupljeno 01.06.2015.).

Lokalitet uzorkovanja reke Begej bio je u centru grada Zrenjanina (WGS 45°22'44.42"N;
20°23'49.92"E), lokalitet br.24 (SI.36).
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Slika 36. Lokalitet uzorkovanja br.24. Begej - Zrenjanin

4.1.8 Uzorci vode Specijalnog rezervata prirode Obedska bara

Specijalni rezervat prirode Obedska bara je ostatak meandra starog korita reke Save Ciji
glavni tok danas tece juznije. Njeno korito, na Cijem su obodu sela Obrez i Kupinovo, se
zbog svog oblika naziva , Potkovica“. Zbog svojih izuzetnih prirodnih vrednosti, Obedska
bara se nalazi na listi Vlaznih podrucéja Ramsarske konvencije od 1977. godine kao prvo u
nasoj zemlji, a proglasena je 1989. godine i za medunarodno znacajno staniste ptica (IBA)

http://www.vojvodinasume.rs/zastita-zivotne-sredine/obedska-bara/(pristuplieno 01.06.2015.)

Lokalitet uzorkovanja u SRP Obedska bara bio je u mestu Obrez (WGS 44°44'8.56"N;
19°59'16.07"E), lokalitet br.25 (SI.37).

Ovaj uzorak povrsinske vode je takode uzorkovan nakon poplava koje su se desile u maju

2014. godine.
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Slika 37. Lokalitet uzorkovanja br.25. Obedska Bara - Obrez
4.1.9 Uzorci vode reke Sava

IzvoriSte Save je na ograncima Julijskih Alpa i Karavanki. Od spoja Save Dolinjske i Save
Bohinjske do uséa u Dunav, Sava tece u duZini od 810 km. Ona je skoro dvostruko bogatija
vodom od Tise, iako po povrsini sliva manja, i vodom je najbogatija pritoka Dunava

http://www.plovput.rs/ (pristupljeno 01.06.2015.).

Lokaliteti uzorkovanja reke Save bili su:

e plaza u Sremskoj Mitrovici (WGS 44°57'41.03"N; 19°36'43.17"E), lokalitet br.26
(S1.38) i

e nizvodno od izliva gradske kanalizacije u Sremskoj Mitrovici (WGS
44°57'41.00"N;19°37'50.83"E), lokalitet br.27 (SI.39).
U maju mesecu 2014. godine jedan od gradova koji je bio pogoden poplavama je i Sremska
Mitrovica. Ova dva uzorka su iz tog razloga uzorkovana u junu mesecu, nakon opadanja

vodostaja posle poplava.
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Slika 38. Lokalitet uzorkovanja br.26. Sava - Sr. Mitrovica - plaZa

Slika 39. Lokalitet uzorkovanja br.27. Sava - Sr. Mitrovica
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4.1.10 Uzorci vode Rakovackog potoka
Rakovacki potok izvire na Fruskoj gori i te¢e padinama Fruske gore kroz selo Rakovac.

Lokalitet uzorkovanja Rakovackog potoka bio je u mestu Rakovac (WGS 45°11°10.248"N;
19°46°22.418"E), lokalitet br.28 (SI.40).

Slika 40. Lokalitet uzorkovanja br.28. Rakovacki potok - Rakovac

4.1.11 Uzorci vode Velikog backog kanala

Veliki backi kanal (VBK) je deo sistema Dunav-Tisa-Dunav. Dugacak je 118 km i povezuje
Dunav (kod Bezdana) sa Tisom (kod Beceja). lzmedu dva spomenuta mesta skraduje put za
viSe od 200 km, a koristi se i za vodoopskrbu ovog dela Backe u doba suse. Korito Velikog
backog kanala je Siroko 17 m, na povrsini kanal je Sirok oko 25 m. Prose¢na dubina kanala je

3 m. Prokopavanje kanala je pocelo 1793. godine http://www.vrbas.net/ (pristupljeno

01.06.2015.).
Lokalitet uzorkovanja VBK nalazi se u Vrbasu kod Vinogradskog mosta (WGS 45°34'44.78"N;
19°37'55.09"E), lokalitet br.29 (S1.41).
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Slika 41. Lokalitet uzorkovanja br.29. Veliki backi kanal - Vrbas

4.1.12 Uzorci vode KCIIl kanala

KC Il kanal je lateralni kanal za navodnjavanje i odvodnjavanje koji se direktno uliva u Veliki
backi kanal ispod Vrbaske prevodnice na Slaisu. Stajnjak sa farme svinja, koji se izbacuje u
taloznice, tzv. lagune, proceduje se i bez ikakvog tretmana izliva u lateralni kanal KC Il

http://www.vrbas.net/ (pristupljeno 01.06.2015.).

Lokalitet uzorkovanja KC IIl kanala je bio na mestu pre ulivanja u VBK (WGS 45°35'4.56"N;
19°37'20.14"E), lokalitet br. 30 (S1.42).
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Slika 42. Lokalitet uzorkovanja br.30. KCIIl kanal - Vrbas

vev 7

4.1.13 Uzorci vode iz uredaja za precis¢avanje otpadnih voda (UPOV) Sombor

Generalna koncepcija evakuacije otpadnih voda grada Sombora predvida zajednicko
odvodenje i precis¢avanje upotrebljenih voda domadinstva i industrije. Sistem kanalisanja
je separatni Sto zna¢i da se posebno odvodi atmosferska, a posebno komunalna
kanalizaciona voda. Vodoprijemnik za precis¢ene otpadne vode je Mostonga, odnosno
kanal Dunav-Tisa-Dunav. Posto prvi uredaj za preciS¢avanje, izgraden 1964. godine nije
zadovoljavao razvojne potrebe grada, na osnovu Studije o otpadnim vodama grada i
industrije, izgraden je novi Uredaj za precis¢avanje otpadnih voda (UPOV), koji je pusten u
rad 1985. godine. Generalna koncepcija evakuacije otpadnih voda grada Sombora predvida
zajednic¢ko odvodenje i precis¢avanje upotrebljenih voda domacdinstva i industrije. Sistem
kanalisanja je separatni (posebno atmosferska, posebno fekalna kanalizacija).
Vodoprijemnik za precis¢ene otpadne vode je reka Mostonga, odnosno kanal Dunav-Tisa-

Dunav. Uredaj za preciS¢avanje otpadnih voda (UPOV) pusten je u rad 1985. godine.

Lokacija uredaja se nalazi u podrucju Rokovci, sa juzne strane grada Sombora. Uredaj za
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preciS¢avanje se sastoji od dve tehnoloske celine, linije vode i linije mulja. Na liniji vode je
primenjen konvencionalan postupak precis¢avanja putem bioloski aktivnog mulja. Na liniji
mulja se primenjuje postupak anaerobne digestije u mezofilnom temperaturnom podrucju

sa mehanickom dehidracijom mulja (SI.43) http://www.vodokanal.co.rs/6/0dvodjenje-i-

preciscavanje-upotrebljenih-voda (pristupljeno 28.05.2015.).

Slika 43. Uredaj za precis¢avanje otpadnih voda - Sombor
(http://www.vodokanal.co.rs/, pristupljeno 28.05.2015.)

Lokalitet uzorkovanja gradske kanalizacije bio je na mestu ulaska kanalizacije u precistac u

Somboru (WGS 45°45'3.51"N; 19°6'41.58"E), lokalitet br.31 (SI.44).
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Slika 44. Lokalitet uzorkovanja br.31. UPOV Sombor

4.1.14 Kanalizaciona voda u mestu Odzaci

Grad Odzaci joS uvek ne poseduje precista¢ za otpadne kanalizacione vode. Gradska

kanalizacija se izliva u lateralni kanal, a potom u recipijent DTD kanal.
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Lokalitet uzorkovanja gradske kanalizacione vode u Odzacima je bio na mestu pre izlivanja
gradske kanalizacione vode u DTD (WGS 45°31°13.087”N; 19°16°20.914"E), lokalitet br.32
(S1.45).

Slika 45. Lokalitet uzorkovanja br.32 Kanalizaciona voda - OdZaci

4.1.15 Uzorci vode iz uredaja za precis¢avanje otpadnih voda (UPOV) Subotica

Intenzivno i stru¢no bavljenje problematikom vodovodne i kanalizacione mreze u Subotici
potice iz 1962. godine osnivanjem preduzec¢a Vodovod u Subotici. Odlukom Skupstine
Opstine usvaja se da ¢e Subotica imati meSoviti sistem kanalisanja, $to znadi da se istim
vodovima odvodi i otpadna i atmosferska voda. Potreba za daljim poboljSanjem
preciséavanja otpadnih voda, a sve u cilju sto kvalitetnije izlazne vode izraden je projekat
pod naslovom ,Rehabilitacija i dogradnja postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda
opstine Subotica”. Na osnovu konfiguracije terena, grad je podeljen na osam slivova, pa na
osnovu ovoga postoji osam glavnih sabirnih kanala - kolektora od O0-VII. Recipijent

preciséenih otpadnih voda je jezero Pali¢ http://www.vodovodsu.rs/50-Otpadne-vode

(pristupljeno 01.06.2015.).
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Uredaj za preciséavanje otpadnih voda u gradu Subotici takode se sastoji od dve
tehnoloske celine, linije vode i linije mulja. Tok linije vode podrazumeva sledece procese:
Otpadne vode iz grada = gruba reSetka = puine pumpe = fina resetka = peskolov =
prethodni taloZnik za uklanjanje primarnog mulja = aeracioni bazeni za meSanje sveie
vode sa bioaktivnim muljem = mikroorganizmi razgraduju organske materije = razgradnja
jedinjenja azota i fosfora = razdvajanje vode i mulja u naknadnim taloZnicima. Tok linije
mulja: = Mulj koji se talozi u primarnim i sekundarnim taloznicima — proizvodnja biogasa =
zgus$njavanje primarnog i sekundarnog mulja = u digestorima “kuvadima mulja” pomocu
mikroorganizama na stalnoj temperaturi stvara se = biogas = energent — gorivo za
grejanje mulja i proizvodnju elektricne energije (=50 % sopstvenih potreba) = dodavanje
flokulanata i presovanje mulja = bezbedno odlaganje — deponovanje mulja bez Stetnih

sastojaka (S1.46) (Pejcic, 2012).

Slika 46. Uredaj za precis¢avanje otpadnih voda - Subotica
(www.vodovodsu.rs , pristupljeno 28.05.2015.)

Lokalitet uzorkovanja gradske kanalizacije bio je na mestu ulaza kanalizacione vode u

precistac u Subotici (WGS 46° 4'56.73"N; 19°41'44.37"E), lokalitet br. 33 (SI.47).
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Slika 47. Lokalitet uzorkovanja br.33. UPOV Subotica
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4.2 Metode

4.2.1 Priprema uzoraka i koncentrovanje virusa iz uzoraka vode

Virusi iz deset litara uzorka netretirane i tretirane povrsSinske vode ili 5 litara netretirane
gradske kanalizacione vode su koncentrisani tehnikom adsorpcije/elucije, koja je
podrazumevala adsorpciju (vezivanje) virusa filtriranjem vode kroz staklenu vunu, a potom
eluciju (odvajanje virusnih Cestica sa staklene vune) ekstraktom govedeg mesa, flokulaciju,
centrifugiranje i resuspendovanje u PBS.

Pre metode koncentrisanja virusa iz vode bilo je neophodno pripremiti uzorak. U 10 L vode
je dodato 10 pl procesne kontrole (Murine norovirus 1; MNoV-1) koja je koris¢éena kao
kontrola procesa koncentrovanja virusa i estrakcije nukleinskih kiselina iz uzoraka (kontrola
da li su ti postupci uspesno izvedeni). Koriséen je isklju¢ivo MNoV-1 iz razloga Sto je po
strukturi i svojim drugim osobinama veoma sli¢an norovirusu ljudi i drugim enterovirusima i
najrealnije moZe prikazati Sta se deSava i sa pomenutim virusima ukoliko ih ima u uzorku
vode tj. koliki je prinos koncentrovanja (eng. recovery). Nakon dodavanja procesne kontrole
podesena je pH vrednost uzorka vode na 3,5 jer u kiseloj sredini virusi kristalisu i bolje se
adsorbuju na filter koji je negativno naelektrisan a kroz koji se propusta uzorak vode.
Metodu koncentrisanja su opisali Vilagines i sar. (1993), dopunili Wyn-Jones i sar. (2011) i
detaljno opisali Kokkinos i sar. (2012). Filter staklene vune je napravljen presovanjem 10 g
staklene vune (BOURRE 725 QN, Isover Saint-Gobain, Francuska) u plasti¢nu kolonu visine
30 cm i prec¢nika 3 cm, pri ¢emu je visina filtera bila 6-8 cm (SI.48). Pre filtriranja uzorka
pripremljen je filter za adsorpsiju virusnih Cestica, ispiranjem sa 50 ml 1N HCI, nakon toga
sa 50 ml vode iz ¢esme, a nakon toga sa 50 ml 1N NaOH, a zatim ispiranjem sa 1 L
dejonizovane vode kako bi pH filtera bio neutralan. Ispiranje se vrsilo slobodnim padom.
Nakon pripreme filtera kroz njega se propustio uzorak vode koristeé¢i vakum pumpu
(Millipore Masterflex L/S Easy-Load”, Merck KGaA, Nemacka) ali ne brie od 1 L/min
(prosecno je protok bio oko 0,4 - 0,5 L u minuti). Kada je uzorak je propusten kroz filter,
virusi su se eluirali sa staklene vune gravitacijom (20-30min) koriste¢i 200 ml 3% ekstrakt
govedeg mesa (Beef extract powder, Sigma-Aldrich, B4888, Nemacka) sa 0,05 M glicinskim

puferom (Glycine, Serva, Heidelberg, Nemacka) ciji je pH 9,5. U baznoj sredini virusi se
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odvajaju, vezuju za proteine i lakSe spiraju sa fitera. Eluat se flokuliSe (vezuje za krupnije
proteinske partikule u rastvoru) dodavanjem 1N HCI sve dok pH ne dostigne vrednost 3,0-
3,5. Flokulat se taloZio centrifugiranjem na 7.000 x g tokom 30 minuta (centrifuga
Eppendorf, model no.5804R, Nemacka). Supernatant se odbacio a talog rastvori ou PBS do
krajnje zapremine koncentrisanog uzorka od 10 ml (tako je 10 L vode koncentrisano na

zapreminu od 10 ml). Do ekstrakcije nukleinskih kiselina uzorak se ¢uvao na -70°C.

Slika 48. Koncentrovanje virusa iz uzorka vode
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4.2.2 Ekstrakcija nukleinskih kiselina

Nukleinske kiseline (RNK i DNK) su izolovane iz 5 ml koncentrisanog uzorka upotrebom
NucliSENS®easiMAG pufera za liziranje, 4x1000ml, proizvodaca bioMérieux, Francuska i
NucliSens Magnetic Extraction Reagents za ekstrakciju koji ukljuéuju magnetne cestice,
pufere za ispiranje (WB1, WB2, WB3) i pufer za eluciju, koji se nalaze u kitu proizvodaca
bioMérieux, Francuska. Nukleinske kiseline su izolovane u ukupnoj zapremini od 100 pl
ekstrahovanih nukleinskih kiselina (SI.49). Postupak je izveden prema uputstvu
proizvodaca. Takode, za ekstrakciju DNK i RNK je koriséena sledeé¢a oprema: magnetni
stalak za tube od 1,5 ml; centrifuge Eppendorf modeli 5415 i 5408, Nemacka; Thermo-
shaker (60°C/1.400 rpm) proizvodacéa Vortemp Gyrator, UniEquip, GmbH, Nemacka;
Cyclone Vortex Mixer, proizvodaca Clifton Range, Nickel Electro Ltd, Velika Britanija i
biosigurnosni kabinet nivoa BSL2 (laminarna komora), proizvodaca Thermo Scientific™,

SAD.

f

NucliSENs®

Magnetic Extraction Reagents

Slika 49. Kit NucliSENS MiniMag i uzorci za ekstrakciju nukleinskih kiselina
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4.2.3 Real-time PCR (qPCR) i real-time RT-PCR (RT-qPCR)

Uzorci povrsinskih i kanalizacionih voda su testirani na prisustvo sedam virusa: HAdV, NoV

Gl, NoV GlI, HAV, HEV, PAdV i BPyV. Pored toga, utvrdivano je i prisustvo MNoV-1 dodatog

u svaki od ispitivanih uzoraka vode, kako bi se procenila pouzdanost i uspeSnost metode

koncentrovanja virusa u uzorku vode i ekstrakcije nukleinskih kiselina. Prisustvo DNK virusa

HAdV, PAdV i BPyV je testirano metodom real-time PCR (qPCR), a prisustvo RNK virusa NoV

Gl i Gll, HEV, HAV i MNoV-1 je testirano real-time RT-PCR (RT-gPCR) metodom. Prajmeri i

probe koji su se koristili u reakcijama su prikazani u Tabeli 3.

Tabela 3. Prajmeri i probe za real-time (RT)-PCR

Virus Naziv Sekvenca Pozicija u genomu  Referenca
AdF 5'-CWTACATGCACATCKCSGG-3' 18868-18887 _
HAdV AdR 5'- CRCGGGCRAAYTGCACCAG-3' 18919-18938 :';”;?JQ !
AdP1 5'-FAM-CCGGGCTCAGGTACTCCGAGGCGTCCT-BHQ-3'  18890-18917
PAdVF 5'-AACGGCCGCTACTGCAAG-3' 20701-20718 .
PAdV PAJVR 5'-AGCAGCAGGCTCTTGAGG-3’ 20768-20751 :'a“r’nggg; '
PAVP 5'-FAM-CACATCCAGGTGCCGC-BHQ1-3" 20722-20737
QB-F1-1 5'-CTAGATCCTACCCTCAAGGGAAT-3' 21222144 '
BPYV QB-R1-1 5'-TTACTTGGATCTGGACACCAAC-3' 2177-2198 S”;”jgig !
QB-P1-2 5'-FAM-GACAAAGATGGTGTGTATCCTGTTGA -BHQ-3" 2149-2174
QNIF4 5'-CGCTGGATGCGNTTCCAT-3' 5291-5308 o
NoVGl  NVILCR 5'-CCTTAGACGCCATCATCATTTAC-3’ 5354-5376 S:r,SIZI(\;?);
NVGG1p 5'-FAM-TGGACAGGAGAYCGCRATCT-BHQ1-3’ 5321-5340
QNIF2 5'-ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA -3’ 5012-5038 o
NoVGIl  CNG2R 5'-TCGACGCCATCTTCATTCACA-3’ 5100-5080 ;3'; san
QNIFS 5'-FAM-AGCACGTGGGAGGGCGATCG-BHQ1-3’ 5042-5061
HAV68S 5"-TCACCGCCGTTTGCC-3’ 68-85 Costafreda i
HAV HAV240 5'- GGAGAGCCCTGGAAGAAAG-3’ 222240 sar,
HAV150 5’-FAM-CCTGAACCTGCAGGAATTAA —~MGB-NFQ-3’ 150-169 2006
HEV-F 5'-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3' 5311-5328
HEV HEV-R 5'-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3’ 5363-5380 i‘;:hizlgggar !
HEV-P 5'-FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-BHQ1-3' 5334-5351 '
FWORF12  5-CACGCCACCGATCTGTTCTG-3’ 4972-4991 .
MNoV  RVORF}2  5-GCGCTGCGCCATCACTC-3’ 5064-5080 Eggg san
ProbORF12  5'-FAM-CGCTTTGGAACAATG-MGB-NFQ-3’ 5001-5015

Prajmeri i proba za HAdV su specifi¢ni za konzervisani region prvog dela hekson gena HAdV

koji kodira sintezu proteina kapsida virusa. Prajmeri u kombinaciji sa probom AdP1 su

specificni za HAdV grupe A, C, D, E i F. Prajmeri i proba za PAdV su specifi¢ni za deo hekson
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gena PAdV genoma koji kodira sintezu proteina kapsida virusa. Prajmeri i proba za BPyV su
specifi¢ni za deo VP1 gena BPyV genoma koji takode kodira sintezu proteina kapsida virusa.
Za NoV korisc¢eni su specificni prajmeri i probe za genogrupe NoV Gl (za deo genoma koji
kodira kapsidni protein virusa) i NoV Gll (deo genoma koji povezuje ORF1 i ORF2 delove
genoma — ,,ORF1-ORF2 junction”). Za HEV su koris¢eni prajmeri specificni za ORF 3 deo
genoma koji se pokazao kao visoko konzervisan kod svih 4 genotipova HEV. Za HAV su
korisé¢eni prajmeri za 5 nekodirajuci region genoma virusa, dok su za MNoV koriséeni
prajmeri specificni za ORF1/ORF2 deo genoma MNoV.

Amplifikacija (umnoZavanje) delova nukleinskih kiselina i detekcija signala umnoZenog
specificnog produkta je izvrSena na instrumentu 7500 Real-time PCR system proizvodaca
Applied Biosystems, SAD (SL.50), koriste¢i PCR ploce sa 96 bazenci¢a (Applied Biosystemes,
SAD).

Slika 50. Real-time PCR System

Svaki uzorak je testiran u duplikatu u koli¢ini od 10 pl i 5 pL prethodno 10 puta razredenih
ekstrakata nukleinskih kiselina. Razredivanje je vrSeno iz razloga Sto se nerazredeni uzorci
¢esto ponasaju inhibitorno za PCR reakcije, zbog prisustva visoke koncentracije inhibitora.

Za pozitivne kontrole koris¢eni su DNK i RNK standardi konstruisani od strane Instituto
Tecnolo gico Agrario de Castilla y Leo’n (ITACyL), Spanija i Martinez-Martinez i sar. (2011), a

negativne kontrole (kontrola reagenasa bez uzorka — ,,no template control - NTC“ i kontole
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ekstrakcije) su uklju¢ene svaki put u postupku detekcije virusa kako bi potvrdile da je
procedura bila ispravna. Za kontrolu inhibicije gPCR i RT-qPCR reakcije pri svakom
testiranju je ukljuena interna kontrola amplifikacije (IAC) kao Sto je opisano od strane
Diez-Valcarce i sar. (2011). Ako je u nekom uzorku postojala inhibicija reakcije, ekstrakt
nukleinskih kiselina je dodatno razreden 10 puta i ponovo testiran. Samo uzorci koji su dali
pozitivan /AC signal su uzeti u obzir, sa izuzetkom uzoraka koji su bili pozitivni na ciljni virus
kada je signal za JAC mogao biti negativan.

Za detekciju DNK virusa (HAdV, PAdV a BPyV) koris¢en je TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, SAD) u ukupnoj zapremini od 25 ul po reakciji. U gqPCR za
adenoviruse mesavina reakcije je sadrzavala TagMan Universal PCR Master Mix u kolicini
od 12,5 uM, 0.9 uM oba prajmera i 0.225 uM probe , 50 nM IAC probe, oko 100 kopija IAC
DNK i 10 ul ili 5 pl nukleinske kiseline. Za BPyV 25 ul reakcija je sadrzavala TagMan
Universal PCR Master Mix (12,5 uM), 0.4 uM svakog prajmera, 0.12 uM probe, 50 nM IAC
probe, oko 300 kopija IAC DNK i 10 ul ili 5 pl nukleinske kiseline. Ukoliko je koriséeno 5 pl
nukleinske kiseline dodato je jos 5 ul H,0 po svakom uzorku.

U gPCR protokolu za HAdV i BPyV temperaturni ciklusi su bili slededi: inaktivacija na 50°C
tokom 2 minuta, aktivacija AmpliTag Gold polymerase (Applied Biosystems, SAD) na 95°C
tokom 10 minuta i 50 ciklusa umnoZavanja koji uklju¢uju denaturaciju na 95°C tokom 15
sekundi i vezivanje prajmera/izduZivanje lanaca DNK na 60°C tokom 1 minut. Temperaturni
ciklusi za PAdV se razlikuju u fazama vezivanja i izduZivanja lanca koji su u ovom slucaju
559C tokom 20 sekundi i 60°C tokom 40 sekundi.

RNK virusi su detektovani koris¢éenjem RNA UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR
System (Invitrogen, SAD) za reakciju u ukupnoj zapremini od 20 pl. Protokol RT-gPCR za
RNK viruse je sadrzavao RNA Ultrasense reaction mix u koli¢ini od 10 pl, prajmere i probe
(0.5 uM forward, 0.9 uM reverse prajmer i 0.25uM probe za NoV GI, NoV Gll i HAV; 0.25
UM po svakom prajmeru i 0.1 uM probe za HEV; i 0.2 uM svakog prajmera i probe za
MNoV-1, 50 nM IAC probe, 300 kopija IAC RNA, 1xROX reference dye, i 5 ul ili 10 pl
nukleinske kiseline. Protokol RT-qPCR za RNK viruse je podrazumevao sledece
temperaturne cikluse: reverznu transkripciju na 50°C tokom 15 minuta, denaturaciju na
959C tokom 2 minuta i 50 ciklusa koji uklju¢uju denaturaciju na 95°C tokom 15 sekundi i
anilinga/ekstenzije na 60°C tokom 1 minut. Razlika kod HEV je u fazi anilinga na 55°C tokom

20 sekundi i ekstenzije na 72°C tokom 40 sekundi.
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4.2.4 Lancana reakcija polimeraze (PCR), RT-PCR i nested PCR

Neki pozitivni uzorci koji su detektovani na real-time (RT)-PCR su uradjeni i metodama PCR,

RT-PCR i nested PCR radi dobijanja produkta za sekvenciranje, potvrdu i tipizaciju

detektovanog virusa. Prajmeri koriséeni za PCR, RT-PCR i nested PCR su prikazani u Tabeli 4.

Prajmeri za HAdV su za deo hekson gena koji kodira sintezu proteina kapsida virusa i

specifi¢ni su za tipove: A: 12, 18, 31; B: 3, 7, 11, 14, 21, 34, 35; C: 1, 6, D: 8, 9, 10, 13, 19,

19a, 37, 44; E: 4 i F: 40, 41. Prajmeri za PAdV i BPyV su specifi¢ni za delove hekson regiona

genoma PAdV i BPyV koji kodiraju proteine kapsidnog omotaca pomenutih virusa. Prajmeri

za NoV su univerzalni za sve genogrupe virusa i umnoZavaju deo genoma koji kodira sintezu

RNK zavisne RNK polimeraze. Prajmeri za HEV su specificni za ORF1 i ORF2 delove genoma

HEV.

Tabela 4. Prajmeri za PCR, RT-PCR i nested PCR

Virus Naziv Sekvenca chc)ezr::ﬁuu pti)f:leukll\tI?EL)) Referenca
hexldeg 5’-GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC-3’ 18858-18883
gy Mex2des 5’-CAGCACSCCICGRATGTCAAA-3’ 19136-19158 301 Allard i sar,
nehex3deg  5'-GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC-3’ 18931-18954 2001
nehexddeg  5'-CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA-3'  19077-19102 171
PALF 5'-GATGTCATGGAYAACGTCAAC-3’ 20627-20647
PARF 5’-CACGGAGGAGTCRAACTGGATG-3’ 21217-21238 612 Maluquer de
PAAV. pALN 5'-TACTGCMAGTTYCACATCCAGGT-3’ 20711-20733 gﬂ()%fsmr’
PARN 5-GGAATGGAGATGGGCAGGTT-3’ 21035-21054 344
VP1F 5'-GGTATTCGCCCTCTGCTGGTCAAG-3’ 11940-1963
spyy  VPIR 5'-GCTGGCAATGGGGTATGGGTTCT-3’ 12466-2444 >27 Hundesa i
VP2F 5’-ATTTCAAAGCCCCCTATCATC-3’ 12048-2068 sar, 2006
VP2R 5’-GCCTACGCCATTCTCATCAAG-3’ 12310-2290 263
v12Y 5’-ATACCACTATGATGCAGAYTA-3’ 4552-4572 Rutjes i sar,
NoV: s 5’-TCATCATCACCATAGAAIGAG-3’ 4878-4858 327 2006
ORF1-s1 5’-CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC-3’ 56-79
Hey  ORFl-al 5’-CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC-3' 451-473 418 van der Poel
ORF1  ORF1-s2 5’-CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG-3’ 104-124 i sar, 2001
ORF1-a2 5’-GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC-3’ 367-389 286
3156-EF 5’-AAYTATGCMCAGTACCGGGTTG-3’ 5687-5708
HEy  3157-ER 5’-CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC-3’ 6395-6417 738 van der Poel
ORF2  3158-EF 5'-GTYATGTYTYTGCATACATGGCT-3’ 5972-5993 i sar, 2001
3159-IRS 5’-AGCCGACGAAATYAATTCTGTC-3’ 6298-6319 348

Za detekciju DNK virusa (HAdV, PAdV i BPyV) na agaroznom gelu za nested PCR korisc¢en je

HotStarTaqg Master Mix Kit (Qiagen, Nemacka) u reakciji ukupne zapremine od 25 pl.
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Nested PCR za adenoviruse i poliomavirus goveda je sadrzavao HotStarTag Master Mix
(HotStarTaqg DNA Polymerase, PCR Buffer sa 3 mM MgCl, i 400 uM za svaki dNTP) u kolicini
od 12,5 ul i 50 uM odgovarajuéih parova prajmera (Tab.4) za oba koraka nested PCR
(klasi¢an PCR i nested PCR).

Koli¢ina uzorka DNK je iznosila 5 pl u reakciji prvog koraka PCR, a 1,5 ul uzorka produkta
PCR reakcije za nested PCR. Uzorci DNK za PCR reakciju su koris¢eni koncentrovano (k) i/ili
u razredenju 107Y(r). Prvi korak PCR protokola za HAdV podrazumeva sledeée temperaturne
cikluse: inaktivaciju i inicijalnu denaturaciju na 95°C tokom 15 minuta i 45 ciklusa
umnozavanja koji uklju¢uju denaturaciju na 95°C tokom 30 sekundi, aniling na 55°C tokom
30 sekundi, ekstenziju lanca na 72°C tokom 1 minut, kao i konaéno izduZivanje lanca na
72°C tokom 10 minuta. Za klasi¢an PCR kori$¢eni su prajmeri hexldeg i hex2deg (Tab.3).
Drugi korak - nested PCR za humane adenoviruse je raden po istom protokolu i na istim
temparaturnim ciklusima koriste¢i prajmere za nested PCR (nehex3deg i nehex4deg)
(Tab.3). U reakciji su koriséene negativna kontrola (NTC) i pozitivha kontrola za humane
adenoviruse (ASTD). Za PCR i nested PCR koris¢en je instrument Mastercycler gradient,
(Eppendorf, Nemacka).

Protokol PCR za PAdV podrazumevao je sledeée temperaturne cikluse: denaturaciju na
959C tokom 15 minuta, 40 ciklusa umnoZavanja koji uklju¢uju denaturaciju na 94°C tokom
1minut, aniling na 54°C tokom 1 minut i ekstenziju lanca na 72°C tokom 75 sekundi, kao i
kona¢nu ekstenziju lanaca na 72°C tokom 7 minuta. Drugi korak nested PCR za PAdV se
razlikuje u odnosu na protokol za HAdV u temperaturi anilinga koja je iznosila 57°C tokom 1
minut, i duZini trajanja ekstenzije koja je iznosila 72°C tokom 1 minut. MeSavina PCR i
nested PCR reakcije za PAdV je bila ista kao i za HAdV, sa tim da su koris¢eni prajmeri: PALF
i PARF za klasi¢an PCR, kao i PALN i PARN za nested PCR (Tab. 3). U reakcijama PCR i nested
PCR su koris¢ene negativna kontrola (NTC) i pozitivha kontrola za PAdV (uzorak koji je imao
pozitivan nalaz na qPCR - 6096/3r i koji je sekvenciran i deponovan u GenBank).

Nested PCR protokol za BPyV je podrazumevao iste temperaturne cikluse u oba koraka:
denaturaciju na 95°C tokom 15 minuta, 40 ciklusa umnoZavanja koji uklju¢uju denaturaciju
na 95°C tokom 1 minut, aniling na 58°C tokom 75 sekundi, ekstenziju lanca na 72°C tokom
75 sekundi, kao i konaénu ekstenziju na 72°C tokom 7 minuta. Me3avina PCR i nested PCR
reakcije za BPyV je bila ista kao i za HAdV, sa tim da su koriséeni prajmeri: VP1F i VP1R za
klasican PCR, kao i VP2F i VP2R za nested PCR (Tab. 3). U reakcijama PCR i nested PCR su
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koris¢ene negativna kontrola (NTC) i pozitivna kontrola za BPyV (uzorak koji je imao
pozitivan nalaz na qPCR - 8424/2r i koji je sekvenciran i deponovan u GenBank).

Za RT-PCR detekciju HEV na agaroznom gelu za HEV ORF1 i ORF2 delove genoma, koriscen
je OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Nemacka) u ukupnoj zapremini reakcije od 25 ul. OneStep
RT-PCR Kit sadrzi 5xOneStep RT-PCR Buffer u koli€ini od 5 pl, dNTP Mix 10mM u kolicini od
1 ul, RTPCR Enzyme Mix u koli¢ini od 1 ul, oba prajmera po 250 uM, uzorka 5 pl i ddH20 do
25 ul. Za reakciju RT-PCR za HEV koriS¢eni su prajmeri navedeni u Tabeli 3. U reakcijama RT-
PCR i nested PCR su koris¢ene negativna kontrola (NTC) i pozitivne kontrole za ORF1 i ORF2
delove genoma HEV (RNK poreklom od uzorka Zuci domacih svinja iz klanice u Novom Sadu,
oznacene brojevima 52 i 174, koje su sekvencirane i postupak deponovanja u GenBank je u
toku). Koli¢ina uzorka RNK je iznosila 5 ul u reakciji prvog koraka RT-PCR, a 1,5 ul uzorka
produkta RT-PCR reakcije za nested PCR. Uzorci RNK za RT-PCR reakciju su koris¢eni
koncentrovano (k) i/ili u razredenju 107(r). Protokol RT-PCR za HEV podrazumeva izvodenje
obe reakcije: reverznu transkripciju na 50°C tokom 30 minuta, inaktivaciju reverzne
transkriptaze, aktivaciju DNK polimeraze i inicijalnu denaturaciju na 95°C tokom 15 minuta i
40 ciklusa umnoZavanja koji ukljuéuju denaturaciju na 94°C tokom 1 minut, aniling na 55°C
tokom 1 minut, ekstenziju lanaca na 72°C tokom 1 minut i konaénu ekstenziju na 72°C
tokom 10 minuta. Nested PCR za detekciju HEV ORF1 i ORF2 delova genoma je raden sa
HotStarTag Master Mix Kit-om (Qiagen, Nemacka) u ukupnoj zapremini reakcije od 25 pl.
Nested PCR protokol za HEV podrazumeva sledeée temperaturne cikluse: denaturaciju na
959C tokom 15 minuta, 40 ciklusa umnoZavanja koji uklju¢uju denaturaciju na 94°C tokom 1
minut, aniling na 55°C tokom 1 minut, ekstenziju lanca na 72°C tokom 1 minut, kao i
konaénu ekstenziju na 72°C tokom 10 minuta.

Za detekciju NoV na agaroznom gelu za RT-PCR koris¢en je OneStep RT-PCR Kit (Qiagen,
Nemacka) u ukupnoj zapremini reakcije od 25 pl i reakcionom miksu kako je navedeno i za
HEV, sa tim da su u ovoj reakciji koriséeni oligonukleotidni prajmeri za NoV (JV12Y i JV12I)
(Tab.3). U reakciji su koris¢ene negativna kontrola (NTC) i 2 pozitivhe kontrole za NoV su
dobijene ljubaznoscu kolega sa odeljenja za virusologiju Instituta za javno zdravlje u Novom
Sadu koje su oznacene brojevima 1 i 2 (RNK NoV kontrola poti¢u iz uzoraka stolice 2
pacijenata u Novom Sadu). Koli¢ina uzorka RNK je iznosila 5 pl u reakciji RT-PCR. Uzorci RNK
za RT-PCR reakciju su koris¢enii koncentrovano (k) i/ili u razredenju 10°(r). Protokol RT-PCR

za NoV podrazumeva sledeée temperaturne cikluse: reverznu transkripciju na 50°C tokom
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30 minuta, inaktivaciju reverzne transkriptaze, aktivaciju DNK polimeraze i inicijalnu
denaturaciju na 95°C tokom 15 minuta i 40 ciklusa umnoZavanja koji ukljuéuju denaturaciju
na 94°C tokom 1 minut, aniling na 40°C tokom 1 minut, ekstenziju lanaca na 72°C tokom 1
minut, kao i konaénu ekstenziju na 72°C tokom 10 minuta.

Elektroforeza je izvrSena na 1,5% agaroznom gelu (TopVision Agarose, Thermo Scientific,
SAD), u instrumentu Hoefer HE33, Mini Horizontal Submarine Unit, sa elektri¢nim
napajanjem za elektroforezu Electrophoresis Power Supply EPS 301 (Amersham Bioscience,
SAD) (SI.51) pri naponu 100 V tokom 45 min, na sobnoj temperaturi. Koris¢en je pufer Tris-
acetate-EDTA buffer (TAE) 50x (Thermo Scientific, SAD) sa dodatkom Ethidium bromide
solution (EtBr), 10mg u H;0, (Sigma-Aldrich, SAD).

TR ———

Slika 51. Elektroforeza

Vizuelizacija DNK na gelovima je izvrSena upotrebom UV svetla u instrumentu GelDoc - It2
Imager, UVP LLC, (An Analytik Jena Company, Nemacka) (SI.52) i gelovi su dokumentovani.
Za svaku vizuelizaciju na gelovima koriséeni su komercijalni markeri sa smesom DNK
razliCite veli¢ine, sa osnovnom razlikom u veli¢ini fragmenata DNK od 100 baznih parova
(marker 100 bp), da bi odredili velicinu fragmenata, kao i odgovarajuée negativne i

pozitivne kontrole za svaki virus.
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Slika 52. GelDoc-It? Imager

4.2.5 Sekvenciranje

Nakon dobijanja pozitivnog rezultata na agaroznom gelu, vrSen je postupak isecanja
produkta sa gela, precis¢avanja produkta i sekvenciranje. Precis¢avanje DNK sa agaroznog
gela je uobicajena tehnika za izolaciju specifi¢nih fragmenata iz reakcione smese i izvrSeno
je komercijalnim kitom Gel Extraction Kit, peqGOLD, (PEQLAB, Erlangen, Nemacka), prema
uputstvu proizvodaca.

Odredjeni broj uzoraka koji su reagovali pozitivho na prisustvo adenovirusa ljudi i svinja,
norovirusa Gl i Gll, hepatitis E virusa i poliomavirusa goveda, a sve u cilju potvrde
uspesnosti detekcije virusa u ispitivanim povrSinskim vodama, su pripremljeni za
sekvenciranje po uputstvu laboratorije angaZovane za sekvenciranje (Macrogen, Holandija).
Uzorci su sekvencirani u duzini jednog dela genoma metodom po Sangeru na instrumentu
ABI 3730XL u laboratoriji Macrogen Europe, Holandija. Za sekvenciranje su upotrebljeni isti
prajmeri koji su koris¢eni za PCR, RT-PCR i nested PCR (Tab.4).

Dobijene nukleotidne sekvence analizirane su u programu ,FinchTV“ (,,Geospiza, Inc.”) a
potom uporedene sa ostalim sekvencama dokumentovanim u ,,GenBank” bazi podataka
(,NCBI (National Center for biotechnology Information, Nacional Institutes”)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)). Uporedivanje (engl. aligment) dobijenih sekvenci je

izvrSeno upotrebom online alata BLASTn (engl. Basic Local Aligment Search Tool).
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ViSestruko poravnanje sekvenci metodom ClustalW je izvrSeno u programskom paketu
MEGA 6.0, a potom je u istom konstruisano filogenetsko stablo metodom ,Maximum
Likelihood” baziranom na modelu ,Kimura 2-parameter” sa ,,Bootstrap” vrednos¢u od 1000
ponavljanja (Kimura, 1980; Tamura i sar, 2004; Tamura i sar, 2013; Tamura i sar, 2014).

Sekvence su prijavljene u GenBank pod odgovarajuéim brojevima (Tab.15 u prilogu).

4.2.6 Statisticka obrada podataka

Kvantifikacija pozitivnih reakcija je izvrSena izraCunavanjem najverovatnijeg broja PCR
detektabilnih jedinica u 1L vode, sa intervalom pouzanosti 95%, kao $to su opisali Kokkinos
i sar. (2012) i Maunula i sar. (2013). Ekstrahovana nukleinska kiselina je testirana u
razblazenju 10! u koli¢inama 10 pL i 5 pL. Za svaku koli¢inu su uradena 2 ponavljanja i dva
izraCunavanja. Ako su oba ponavljanja proizvela pozitivan signal, kasnije razblaZzenja su
testirana sve do momenta kada su oba ponavljanja jednog razblazenja bili negativni.

Prinos, tj. recovery vrednost (procenat prinosa ispitivane karakteristike) se u ovom slucaju
procenjivao i izraCunavao iz razlike u koli¢ini dodate i detektovane procesne kontrole
(Murine norovirusa - MNoV) po uzorku nakon celokupnog postupka obrade i detekcije. Pre
postupka koncentrovanja virusa u svaki ispitujuéi uzorak vode je dodata procesna kontrola
(10 pul MNoV titra 10%/10L uzorka vode) a zatim je nakon postupka detekcije za svaki
ispitivani uzorak izracunata njegova koli¢ina u uzorku nakon procesa koncentrovanja virusa
u uzorku vode i ekstrakcije nukleinske kiseline iz uzorka. Dobijena vrednost je uporedena sa
kolicinom MNoV koja je dodata uzorku kao standard (kvantitativni RT-gPCR), odnosno
izraCunat je procenat prinosa (koliko je detektovano ¢estica MNoV u odnosu na broj ¢estica
virusa koji je stavljen u uzorak pre obrade). Takode, prinos se moze proceniti na osnovu
razlike izmedu broja genomskih kopija MNoV u uzorku i nakon koncentrovanja virusa i

ekstrakcije nukleinskih kiselina.
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5.1 Rezultati utvrdivanja prisustva virusa real-time PCR i real-time RT-PCR metodama

Od oktobra 2012. do juna 2014. godine ukupno je uzorkovano 108 uzoraka povrsinskih
voda i gradske kanalizacione vode, koji su tretirani i koncentrovani opisanim metodama,
nakon ¢ega je izvrSena analiza prisustva sedam odabranih virusa. Rezultati analize real-time

(RT) PCR su prikazani u Tabeli 5.

Tabela 5. Podaci o uzorcima i rezultati prisustva odabranih virusa detektovanih real-time
(RT) PCR metodom

R.br. Lokalitet Vreme | Brnalogaza | NoV | NoV | W | pagy | HEV | HAV | BPYV
uzorkovanja ispitivanje Gl Gll

10.2012. 9431/1 - + + - - - -

11.2012. 9978/1 - + + + o o -

1 Dunav GC-1 Novi 12.2012. 10525/1 - + + - + o 5

Sad 09.2013. 7405/1 + + B R - - -

11.2013. 9605/1 - + + - - - -

06.2014. 6096/1 + + + + S o +

10.2012. 9431/3 + + + - - - -

09.2013. 7405/2 + + + - - - -

2 Dunav GC-2 Novi 12.2012. 10525/3 - + + + - - -

Sad 11.2012. 9978/3 - + + - - - -

11.2013. 9605/2 + + + - - - -

06.2014. 6096/2 + + + + - - +

10.2012. 9431/2 E + + - - - -

. 11.2012. 9978/2 - - + - - - -

3 D"gz‘c'i’rg':za 12.2012. 10525/2 - + - : 3 : »

R 09.2013. 7405/3 - + + = o - -
Novi Sad

11.2013. 9605/3 - + + - - - -

06.2014. 6096/3 + - - + - - +

. 07.2013. 5401/1 - - - - . _ -

4 D""I:V'S.t;a:d 1 11.2013. 8424/1 ; + - - 3 3 +

ovi>a 03.2014. 2402/1 + - - - - - -

) 07.2013. 5401/2 + R - - - - :

5 D""I:V's.t;a:d 2 11.2013. 8424/2 - ; + ; - 5 m

ovisa 03.2014. 2402/2 - - - o o - -

10.2013. 9498/1 - - - - - N -

6 Dunav, Plavna 12.2013. 9996/2 - - - - - R R

06.2014. 6168/2 - - - - - - -

Dunav 10.2013. 9498/2 o - - - - _ -

7 Karadordlevo 12.2013. 9996/1 - - + = o - -

06.2014. 6168/1 - - - o o - -

10.2013. 9267/1 - + + - - - -

8 Dunav, Pancevo 12.2013. 10452/1 - + - - - R R

03.2014. 2843/1 - - + + - - -

Krivaja, Srbobran, 06.2013. 4422/1 - - - + o - -

9 pored farme 11.2013 9144/1 - + + o = - -

goveda 05.2014. 4114/1 - = > - - - N

L. 06.2013. 4422/2 - - - - - - -

10 | Krivaja, Srbobran, 11.2013 9144/2 - + ¥ - : 3 )

izmedu dve farme

05.2014. 4114/2 - - - - - - -

. 06.2013. 4422/3 - E - - - - -

11 | Xrivaja, Srbobran, 11.2013 9144/3 - - ; - - 5 5
farma 1

05.2014. 4114/3 - - - o o - -

.. A 06.2013. 4978/1 - - - - - - -

12 Krivaja, Radicevi¢, 11.2013 9144/4 - - - - - - "
farma 2

05.2014. 4114/5 - - - - - - -
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L. . .. 06.2013. 4978/2 - - -
ey || WOREIRLELLETS 11.2013 9144/5 - ; +
farma 3
05.2014. 4114/4 - o -
Mostonga, DTD 10.2013. 8745/1 - + +
14 kanal, 12.2013. 10960/3 - - +
posle TP, Sombor 03.2014. 2621/3 - + +
10.2013. 8745/2 - - -
15 DTD kanal, Sombor 12.2013. 10960/1 - - -
03.2014. 2621/1 - - -
10.2013. 8745/3 - - +
16 DTD kanal, OdzZaci 12.2013. 10960/2 - - +
03.2014. 2621/2 - - -
09.2013. 7256/1 - - -
17 DTD-Backi Petrovac 10.2013. 8633/2 - - -
03.2014. 2621/4 + + -
DTD kanal 07.2013. 5677/1 - - -
18 Melenci-Baééid 11.2013. 9547/1 - - -
06.2014. 6358/1 - - -
07.2013. 5677/2 - + -
19 DTD kanal, Kikinda 11.2013. 9547/3 -
06.2014. 6358/2 - - -
o 10.2013. 8454/1 - + +
20 Palicko jezero, 12.2013. 11523/1 R + +
posle TP
03.2014. 2401/3 + + +
o 10.2013. 8454/2 - - -
21 Pa""‘:’ ot 12.2013. 11523/2 -
. 03.2014. 2401/1 - - -
Stara Tisa 07.2013. 6227/1 - - -
22 éurug plai'a 11.2013. 8633/4 - - -
! 04.2014. 3364/2 - - -
07.2013. 6227/2 - - -
23 Jegritka, Zabalj 11.2013. 8633/3 E E z
04.2014. 3364/1 - - -
10.2013. 8633/1 - + +
24 Begej, Zrenjanin 11.2013. 9547/2 - - -
04.2014. 3364/3 - + -
10.2013. 8921/1 - - -
25 Obegs:a LI 11.2013. 9995/1 - - -
rez 06.2014. 6431/1 ; - -
i A 10.2013. 8921/2 + + +
26 | SV s"l“’,"tm‘"ca’ 11.2013. 9995/2 - +
plaza 06.2014. 6431/2 ; ; ;
Sava, 10.2013. 8921/3 - + +
27 Sr. Mitrovica, 11.2013. 9995/3 - + +
izliv kanalizacije 06.2014. 6431/3 - - +
.. 10.2013. 9420/1 - + -
28 Rak°|;' alfk' potok, 12.2013. 10166/1 - - -
akovac 03.2014. 2402/3 ; ; ;
e e 10.2013. 9664/1 + + +
29 | Veliki ca;k' LEGEL 12.2013. 10708/1 - + ;
roas 04.2014. 3029/1 N N +
10.2013. 9664/2 - + +
30 KCIll kanal, Vrbas 12.2013. 10708/2 - + -
04.2014. 3029/2 + + +
Influent gradske 10.2013. 8745/4 - + =
31 kanalizacije, 12.2013. 10960/5 - - -
Sombor 03.2014. 2621/6 - + -
Gradska 10.2013. 8745/5 - + +
32 kanalizaciona voda, 12.2013. 10960/4 + +
Odzaci 03.2014. 2621/7 + - -
Influent gradske 10.2013. 8454/3 - + +
33 kanalizacije, Palic, 12.2013. 11523/3 + +
Subotica 03.2014. 2401/2 - - +
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5.1.1 Prisustvo humanih adenovirusa

Najcesdi virus koji je detektovan u ovom istrazivanju je humani adenovirus. Prisustvo HAdV
je utvrdeno u 42,4% (42/99) uzoraka povrsinskih voda na 60,0% (18/30) testiranih
lokaliteta, u 66,7% (8/12) ispitanih povrsinskih voda (Dunav, Sava, Begej i Krivaja, kao i DTD,
Veliki backi, KCIII kanali i Pali¢). Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacione vode

u 44,4% (4/9) je detektovan HAdV (Tab.6).

Tabela 6. Rezultati utvrdivanja prisustva HAdV metodom real-time PCR po
lokalitetima i sezonama uzorkovanja

HAdV 2012 2013 | 2013 2014
Lokalitet XE XU VEVIEIX X | XE XTI IV VoV

Dunav - GC-1 Novi Sad
Dunav - GC-2 Novi Sad
Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad
Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad
Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad /-
Dunav - Plavna A A
Dunav - Karadordevo I oo- L+ -
Dunav - Pancevo A A A A A
Krivaja - Srbobran - pored farme goveda - +
. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme / - + Il -
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1 - - -
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2 A
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3 - A -
. Mostonga, DTD kanal - posle TP F R A A S A S S A
. DTD kanal - Sombor A A
. DTD kanal - Odzaci A A A A
. DTD kanal - Backi Petrovac I Y /
. DTD kanal - Melenci-Basaid A A
. DTD kanal - Kikinda /- - -
. Pali¢ko jezero - posle TP A A A A
. Pali¢ko jezero- plaza S [ A A
. Tisa - Curug - plaZa P -
. Jegri¢ka - Zabalj A -
. Begej - Zrenjanin A A
. Obedska bara - Obrez o /
. Sava - Sr. Mitrovica-plaza Ior
. Sava - Sr. Mitrovica /
. Rakovacki potok - Rakovac /Y A A A B
. Veliki backi kanal - Vrbas
. KClll kanal - Vrbas A A
. Gradska kanalizacija Sombor
. Gradska kanalizacija Odzaci Il
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢ + + + /

- + + +|x
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Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; IlI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,+” pozitivni uzorci; ,,-“
negativni uzorci; ,,// nisu ispitivani uzorci; TP-tretman precis¢avanja

111



§\)\\’ JPrisustvo i rasirenost virusa Zivotinja i ljudi u povriinskim vodama Vojvodine”
o~

\\ Gospava Lazi¢ - Doktorska disertacija
=D

Tokom zime 2012. godine HAdV je detektovan u 88,9% (8/9) uzoraka reke Dunav na tri
lokaliteta u Novom Sadu. U toku sezone leto 2013. godine HAdV je detektovan u 40,0%
(12/30) uzoraka povrsinske vode i 66,7% (2/3) uzorka influenta gradske kanalizacije. Tokom
sezone jesen/zima 2013. godine HAdV je detektovan u 46,7% (14/30) uzoraka povrsinske
vode i 33,3% (1/3) uzorka influenta gradske kanalizacije. Na prole¢e 2014. godine HAdV je
detektovan u 26,7% (8/30) uzoraka povrsinske vode i 33,3% (1/3) uzorka influenta gradske
kanalizacije. U Subotici, na precistacu gradske kanalizacije, uzorci influenta i efluenta su bili
pozitivni u sva tri uzorkovanja tokom 3 razliite sezone uzorkovanja. U Somboru, uzorci
influenta su bili negativni u sva tri uzorkovanja a efluent je bio pozitivan. U OdZacima je
uzorak kanalizacione vode bio pozitivan samo u periodu uzorkovanja leto 2013. godine dok
je DTD kanal u koji se uliva kanalizaciona voda bio pozitivan u obe sezone uzorkovanja
tokom 2013. godine.

U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje se koriste za rekreaciju, a koje su uzorkovane
na mestima javnih kupalista (lokaliteti br. 3, 4, 5, 21, 22 i 26), u 38,1% (8/21) je utvrdeno
prisustvo humanog adenovirusa (lokaliteti br. 3, 4, 5i 26) (Tab.6).

U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje su pod uticajem izliva kanalizacije bez tretmana
preciséavanja i koje su uzorkovane nizvodno od izliva kanalizacije (lokaliteti pod brojem: 1,
2,8,16, 19, 24,27i30) u 73,3% (22/30) je utvrdeno prisustvo humanog adenovirusa. Od 6
uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, prisustvo HAdV je utvrdeno u samo
jednom uzorku. U parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka, kao i u SRP Obedska bara nije
detektovan humani adenovirus. Od 15 uzoraka u blizini farmi prisustvo HAdV je utvrdeno u
3 (20,0%) uzorka (Tab.6).

Humani adenovirus nije detektovan na 12 od 30 (40,0%) lokaliteta povrsinskih voda. U
pitanju su lokaliteti: Dunav u mestu Plavna, Krivaja u Srbobranu i blizini mesta Becej, DTD
kanal u Somboru, Backom Petrovcu, izmedu Melenaca i BasSaida i u Kikindi, plaza na
Pali¢kom jezeru, Tisa u Curugu, Jegri¢ka u Zablju, Obedska bara i Rakovacki potok. Takode,
HAdV nije detektovan na jednom od 3 (33,3%) lokaliteta gradske kanalizacione vode
(influent u Somboru) (Tab.6).

Na slici 53. su prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva humanog adenovirusa

metodom real-time PCR.
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Slika 53. Detekcija HAdV u uzorcima vode metodom real-time PCR

5.1.2 Prisustvo norovirusa genogrupe Il

Norovirus genogrupe Il (NoV Gll) je detektovan u 40,4% (40/99) uzoraka na 56,7% (17/30)
lokaliteta i u 75,0% (9/12) ispitivanih povrsinskih voda (reke Dunav, Sava, Begej i Krivaja,
kao i DTD, Veliki backi, KCIII kanali, jezero Pali¢, i Rakovacki potok). Od ukupno 9 testiranih
uzoraka gradske kanalizacione vode u 66,7% (6/9) je detektovan NoV Gll (Tab.7).

Tokom zime 2012. godine NoV Gll je detektovan u 88,9% (8/9) uzoraka reke Dunav na tri
lokaliteta u Novom Sadu. U sezoni leto 2013. godine ovaj virus je detektovan u 43,3%
(13/30) uzoraka povrsinske vode i u sva tri uzorka influenta gradske kanalizacije. U periodu
uzorkovanja jesen/zima 2013. godine NoV Gll je detektovan u 36,7% (11/30) uzoraka
povrsinske vode i 66,7% (2/3) uzoraka influenta gradske kanalizacije. Na prolece 2014.
godine NoV GlI je detektovan u 26,7% (8/30) uzoraka povrsinske vode i 33,3% (1/3) uzoraka

influenta gradske kanalizacije. Influenti gradske kanalizacije u Somboru, Subotici i gradska
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kanalizaciona voda u Odzacima su bili pozitivni u 2 od 3 uzorkovanja. Efluent u Somboru je

bio pozitivan u dve sezone uzorkovanja. U Subotici su uzorci nakon tretmana precis¢avanja

bili pozitivni u sve tri sezone uzorkovanja, dok je u Odzacima, recipijent DTD kanal nakon

ulivanja kanalizacione vode bio negativan u sve tri sezone uzorkovanja.

Tabela 7. Rezultati utvrdivanja prisustva NoV Gll metodom real-time RT-PCR po
lokalitetima i sezonama uzorkovanja

NoV Gll

2012

2013

2013

Lokalitet

X1 Xl

VI VIIIX X

X1 Xl

1o jog) N oy Vv g W Ty =

WNNNNNNNNNNRRRRBRRRRERBRRR
CLVOWOONOUBDWNROWOVLOONOGOOUDWRNIERO

Dunav - GC-1 Novi Sad

Dunav - GC-2 Novi Sad

Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad

Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad

Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad

Dunav - Plavna

Dunav - Karadordevo

Dunav - Pancevo

Krivaja - Srbobran - pored farme goveda

. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3

. Mostonga, DTD kanal - posle TP

. DTD kanal - Sombor

. DTD kanal - Odzaci

. DTD kanal - Backi Petrovac

. DTD kanal - Melenci-Basaid

. DTD kanal - Kikinda

. Pali¢ko jezero - posle TP

. Pali¢ko jezero- plaza

. Tisa - Curug - plaza

. Jegricka - Zabalj

. Begej - Zrenjanin

. Obedska bara - Obrez

. Sava - Sr. Mitrovica-plaza

. Sava - Sr. Mitrovica

. Rakovacki potok - Rakovac

. Veliki backi kanal - Vrbas

. KClll kanal - Vrbas

-+ + +|x

+
+ /
+

+

+ +

w ww
WIN =

. Gradska kanalizacija Sombor
. Gradska kanalizacija Odzaci
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢

+ + +i+ + + + +

+

Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; llI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,+” pozitivni uzorci; ,-“

negativni uzorci; ,,// nisu ispitivani uzorci; TP-tretman precis¢avanja

U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje se koriste za rekreaciju, a koje su uzorkovane

na mestima javnih kupalista (lokaliteti br. 3, 4, 5, 21, 22 i 26), u 28,6% (6/21) je utvrdeno
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prisustvo NoV Gll (lokaliteti br. 3, 4 i 26). Od 30 uzoraka povrsinskih voda koje su pod
uticajem izliva kanalizacije bez tretmana preciS¢avanja i koje su uzorkovane nizvodno od
izliva kanalizacije, u 66,7% (22/30) je utvrdeno prisustvo norovirusa. U pitanju su lokaliteti
pod brojevima: 1, 2, 8, 16, 19, 24, 27 i 30. Od 6 uzoraka reke Dunav u loviStima Plavna i
Karadordevo, NoV Gl nije detektovan niti u jednom uzorku. Takode, u parkovima prirode
Stara Tisa i Jegricka, kao i u SRP Obedska bara nije detektovan NoV Gll. Od 15 uzoraka u
blizini farmi NoV je detektovan u 13,3% (2/15) uzoraka.

Norovirus Gll nije detektovan na 43,3% (13/30) lokaliteta povrsinskih voda. U pitanju su
lokaliteti: Dunav Strand 2, Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, 3 lokaliteta reke Krivaja,
DTD kanal u Somboru, Odzacima, izmedu Melenaca i Basaida, plaza na Palickom jezeru,
Tisa u Curugu, Jegri¢ka u Zablju i Obedska bara (Tab.7).

Na slici 54. su prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva norovirusa Gll metodom

real-time RT-PCR.
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Slika 54. Detekcija NoV Gll u uzorcima vode metodom real-time RT-PCR
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5.1.3 Prisustvo norovirusa genogrupe |

Norovirus genogrupe | (NoV GI) je detektovan u 15.2% (15/99) uzoraka na 33.3% (10/30)
lokaliteta i u 50,0% (6/12) povrsinskih voda (reke Dunav i Sava, DTD, Veliki backi i KCIII
kanali, jezero Pali¢). Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacione vode u 22,2%
(2/9) uzoraka je detektovan NoV Gl (Tab.8).

Tokom zime 2012. godine NoV Gl je detektovan u 11,1% (1/9) uzoraka reke Dunav na tri
lokaliteta u Novom Sadu. U sezoni leto 2013. godine NoV Gl je detektovan u 16,7% (5/30)
uzoraka povrsinske vode, a nije detektovan niti u jednom od uzorka influenta gradske
kanalizacije. U periodu uzorkovanja jesen/zima 2013. godine NoV Gl je detektovan u 3,3%
(1/30) uzoraka povrsinske vode i 33,3% (1/3) uzorka influenta gradske kanalizacije. Na
prolece 2014. godine ovaj virus je detektovan u 26.7% (8/30) uzoraka povrsinskih voda i
33.3% (1/3) uzorka influenta gradske kanalizacije. Influenti gradske kanalizacije u Somboru i
Subotici su bili negativni u sve tri sezone uzorkovanja. Uzorci gradske kanalizacione vode u
OdZacima su bili pozitivni u 2 od 3 uzorkovanja. Efluent u Somboru je bio negativan u sva tri
slu¢aja uzorkovanja, kao i recipijent u OdZacima, dok je uzorak nakon tretmana
preciS¢avanja u Subotici bio pozitivan samo u jednom od 3 uzorka.

U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje se koriste za rekreaciju, a koje su uzorkovane
na mestima javnih kupalista, u 19,1% (4/21) uzoraka je utvrdeno prisustvo NoV Gl
(lokaliteti br. 3,4, 5 26).

U uzorcima povrSinskih voda koje su pod uticajem izliva kanalizacije bez tretmana
precis¢avanja i koje su uzorkovane nizvodno od izliva kanalizacije, u 23,3% (7/30) je
utvrdeno prisustvo NoV GI. U pitanju su lokaliteti pod brojevima: 1, 2 i 30. U 6 uzoraka reke
Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, NoV Gl nije detektovan. U parkovima prirode Stara
Tisa i Jegric¢ka, kao i u SRP Obedska bara nije detektovan NoV Gl. Takode, nije utvrdeno
prisustvo ovog virusa u 15 uzoraka u blizini farmi Zivotinja. Norovirus Gl nije detektovan na
66,7% (20/30) lokaliteta povrsinskih voda i jednom od tri lokaliteta gradske kanalizacione
vode (33,3%) (Tab.8).
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Tabela 8. Rezultati utvrdivanja prisustva NoV Gl metodom real-time RT-PCR po
lokalitetima i sezonama uzorkovanja

NoV Gl 2012 2013 | 2013 2014
Lokalitet XOXEXI|VEVIEIX X [ XX IV VvV Vv
Dunav - GC-1 Novi Sad - - - + /-
Dunav - GC-2 Novi Sad + - - o+ L+ T
Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad - - - - /-
Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad /A A B S A O
Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad f o+ - -
Dunav - Plavna A A
Dunav - Karadordevo A A - /- -
Dunav - Pancevo Y A B A A A
Krivaja - Srbobran - pored farme goveda - for - -
. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme A e A
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1 - I - -
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2 A e
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3 I - - ;o -
. Mostonga, DTD kanal - posle TP A Y
. DTD kanal - Sombor /- - - /
. DTD kanal - Odzaci / Ioc 5 o 4 4 4
. DTD kanal - Backi Petrovac -/ - + /
. DTD kanal - Melenci-Basaid / - /= .
. DTD kanal - Kikinda - - ) -
. Pali¢ko jezero - posle TP A A A A
. Pali¢ko jezero- plaza A - - -
. Tisa - Curug - plaza I 4 4 4 o 4 4 o 4 & o 4 |
. Jegricka - Zabalj - - .
. Begej - Zrenjanin / == A A
. Obedska bara - Obrez N -
. Sava - Sr. Mitrovica-plaza A A -
. Sava - Sr. Mitrovica R - - ;o -
. Rakovacki potok - Rakovac A
. Veliki backi kanal - Vrbas / I+ - + /
. KCIll kanal - Vrbas F A A A A A B S A
. Gradska kanalizacija Sombor / /- - - /
. Gradska kanalizacija Odzaci A A A
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢ Lo - - -

-~ + + +

Lol O il ) Bl == [ R

WNNNNNNNNNNRRRRBRRRRERBRRR
CLVOWONOUBDWNROWOVLOONOGOUDWRNIERO

w ww
WINBR=

Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; IlI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,,+” pozitivni uzorci; ,,-“
negativni uzorci; ,,// nisu ispitivani uzorci; TP-tretman precis¢avanja

Na slici 55. su prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva norovirusa Gl metodom real-

time RT-PCR.
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Slika 55. Detekcija NoV Gl u uzorcima vode metodom real-time RT-PCR

5.1.4 Prisustvo adenovirusa svinja

Adenovirus svinja (PAdV) je detektovan u 11.1% (11/99) uzoraka, na 30,0% (9/30) lokaliteta
i u41.7% (5/12) ispitivanih povrsinskih voda (reke Dunav, Sava, Krivaja i Begej, kao i DTD
kanal) (Tab.9).

Tokom zime 2012. godine PAdV je detektovan u 22,2% (2/9) uzoraka reke Dunav na tri
lokaliteta u Novom Sadu. U sezoni leto 2013. godine PAdV je detektovan u 10,0% (3/30)
uzoraka povrsinskih voda. U periodu uzorkovanja jesen/zima 2013. godine PAdV je
detektovan u 6,7% (2/30) uzoraka povrsinskih voa. Na proleée 2014. godine PAdV je
detektovan u 13,3% (4/30) ispitanih uzoraka povrsinskih voda. Od ukupno 9 testiranih
uzoraka gradske kanalizacione vode niti u jednom nije detektovan PAdV. Takode, PAdV nije

detektovan u efluentima u Subotici i Somboru nakon tretmana precis¢avanja.
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Tabela 9. Rezultati utvrdivanja prisustva PAdV metodom real-time PCR po
lokalitetima i sezonama uzorkovanja

PAdV 2012 2013 | 2013 2014
Lokalitet X XEXIfVEVIEIX X [ XX 1V VeV

Dunav - GC-1 Novi Sad - o+ - - -
Dunav - GC-2 Novi Sad S5 SRS s
Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad - - - - -
Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad b0 4 e 44 e G e 4
Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad L. - /-
Dunav - Plavna A A A A A L A A A
Dunav - Karadordevo /- - -
Dunav - Pancevo A A A A S A B A A
Krivaja - Srbobran - pored farme goveda + / - -
. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme L A A
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1 - /- 1 -
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2 Il - N
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3 I - Io- -
. Mostonga, DTD kanal - posle TP / /- > o 4 4§ 4
. DTD kanal - Sombor /- - - /
. DTD kanal - Odzaci / /I o+ - -
. DTD kanal - Backi Petrovac Y Y S A -
. DTD kanal - Melenci-Basaid Lo - A A
. DTD kanal - Kikinda I+ /R A A B
. Pali¢ko jezero - posle TP A © /o o I 4
. Pali¢ko jezero- plaza /- - -
. Tisa - Curug - plaza / s 4 - ;-
. Jegricka - Zabalj - - -
. Begej - Zrenjanin / /- o+ o=
. Obedska bara - Obrez / /- - -
. Sava - Sr. Mitrovica-plaza N -
. Sava - Sr. Mitrovica / /e . -
. Rakovacki potok - Rakovac A /
. Veliki backi kanal - Vrbas / /- - - /
. KCIIl kanal - Vrbas A
. Gradska kanalizacija Sombor Lo - e -
. Gradska kanalizacija Odzaci A
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢ Lo - /- -

-~ + + +

‘o o) N jouy 1 g W iy =
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Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; IlI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,,+” pozitivni uzorci; ,,-“
negativni uzorci; ,,// nisu ispitivani uzorci; TP-tretman precis¢avanja

U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje se koriste za rekreaciju, a koje su uzorkovane
na mestima javnih kupalista, u 9,5% (2/21) je utvrdeno prisustvo PAdV. U pitanju su plaZa
Oficirac u Novom Sadu i plaza na reci Savi u Sremskoj Mitrovici. U uzorcima povrsinskih
voda koje su pod uticajem izliva kanalizacije bez tretmana precis¢avanja i koje su
uzorkovane nizvodno od izliva kanalizacije, u 26,7% (8/30) je utvrdeno prisustvo PAdV. U
pitanju su lokaliteti: reka Dunav (GC1, GC2 i u Pancevu), reka Begej i DTD kanal u Odzacima

i Kikindi). Od 6 uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, prisustvo PAdV nije
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utvrdeno. Takode, u parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka, kao i u SRP Obedska bara nije
detektovan ovaj virus. Od 15 uzoraka u blizini farmi Zivotinja prisustvo PAdV je utvrdeno u
jednom (6,7%) uzorku.

Adenovirus svinja nije detektovan na 70,0% (21/30) lokaliteta povrsinskih voda, niti na
ispitanim lokalitetima gradske kanalizacione vode (Tab.9).

Na slici 56. su prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva adenovirusa svinja metodom

real-time PCR.
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Slika 56. Detekcija PAdV u uzorcima vode metodom real-time PCR

5.1.5 Prisustvo poliomavirusa goveda

Poliomavirus goveda (BPyV) je detektovan u 7.1% (7/99) uzoraka, na 23.3% (7/30)
lokaliteta i u 25,0% (3/12) povrsinskih voda (reke Dunav, Sava i Krivaja).
Tokom zime 2012. godine BPyV nije detektovan niti u jednom od uzoraka reke Dunav na tri

lokaliteta u Novom Sadu. U sezoni leto 2013. godine BPyV je detektovan u 3,3% (1/30)
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uzoraka povrsinske vode. U periodu uzorkovanja jesen/zima 2013. godine BPyV je

detektovan u 10,0% (3/30) uzoraka povrsinskih voda. Na prolece 2014. godine BPyV je

takode detektovan u 10,0% uzoraka povrsinskih voda. Od ukupno 9 testiranih uzoraka

gradske kanalizacione vode BPyV je detektovan u jednom od testiranih uzoraka (lokalitet

br. 31). Ovaj virus nije detektovan na lokalitetima nakon tretmana precis¢avanja gradskih

kanalizacionih voda (Tab.10).

Tabela 10. Rezultati utvrdivanja prisustva BPyV metodom real-time PCR po
lokalitetima i sezonama uzorkovanja

BPyV

2013

2014

Lokalitet

VI VI

Xl

Xl

V'V V

‘o jogj N O v B W Ty =

WINNNNNNNNNNRRRRRRRERBRR
CLVWONOUBDBRWNROWOVLOONGOOULDWNIERO

Dunav - GC-1 Novi Sad

Dunav - GC-2 Novi Sad

Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad

Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad

Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad

Dunav - Plavna

Dunav - Karadordevo

Dunav - Pancevo

Krivaja - Srbobran - pored farme goveda

. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3

. Mostonga, DTD kanal - posle TP

. DTD kanal - Sombor

. DTD kanal - Odzaci

. DTD kanal - Backi Petrovac

. DTD kanal - Melenci-Basaid

. DTD kanal - Kikinda

. Pali¢ko jezero - posle TP

. Palicko jezero- plaza

. Tisa - Curug - plaza

. Jegricka - Zabalj

. Begej - Zrenjanin

. Obedska bara - Obrez

. Sava - Sr. Mitrovica-plaza

. Sava - Sr. Mitrovica

. Rakovacki potok - Rakovac

. Veliki backi kanal - Vrbas

. KCIIl kanal - Vrbas

+ + +

w ww
WIN =

. Gradska kanalizacija Sombor
. Gradska kanalizacija Odzaci
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢

Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; IlI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,,+” pozitivni uzorci; ,,-
negativni uzorci; ,,// nisu ispitivani uzorci; TP-tretman precis¢avanja

“
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U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje se koriste za rekreaciju, a koje su uzorkovane
na mestima javnih kupalista, u 9,5% (4/21) je utvrdeno prisustvo BPyV. U pitanju su uzorci
gradskih plaza u Novom Sadu (Oficirac i Strand 1 i 2) i plaia u Sremskoj Mitrovici. U
uzorcima povrsinskin voda koje su pod uticajem izliva kanalizacije bez tretmana
precis¢avanja i koje su uzorkovane nizvodno od izliva kanalizacije, u 23,3% (2/30) je
utvrdeno prisustvo BPyV. U pitanju su lokaliteti: reka Dunav (GC-1, GC-2) u Novom Sadu. U
6 ispitanih uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, prisustvo BPyV nije
utvrdeno. Takode, u parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka, kao i u SRP Obedska bara nije
detektovan ovaj virus. Od 15 uzoraka u blizini farmi prisustvo BPyV je utvrdeno u jednom
uzorku.

Poliomavirus goveda nije detektovan na 76,7% (23/30) lokaliteta povrsinskih voda i 66,7%
(2/3) lokaliteta gradske kanalizacione vode (Tab. 10).

Na slici 57. su prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva govedeg poliomavirusa

metodom real-time PCR.
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Slika 57. Detekcija BPyV u uzorcima vode metodom real-time PCR
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5.1.6 Prisustvo hepatitis E virusa

Hepatitis E virus je detektovan u 3.0% (3/99) uzoraka, na 10,0% (3/30) lokaliteta i u 25,0%
(3/12) ispitivanih povrsinskih voda (reke Dunav i Sava, kao i KClII kanal) (Tab. 11).

Tabela 11. Rezultati utvrdivanja prisustva HEV metodom real-time RT-PCR po
lokalitetima i sezonama uzorkovanja

HEV 2012 2013 | 2013 2014
Lokalitet X XEXIfVEVIEIX X [ XX 1V VeV

Dunav - GC-1 Novi Sad - - 4+ - - -
Dunav - GC-2 Novi Sad 5 o o f § o § o 4 4 4 4 o
Dunav - plaza Oficirac, Novi Sad - - - - -y -
Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad r - - -
Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad I - - /-
Dunav - Plavna / I e - 4 -
Dunav - Karadordevo /- - -
Dunav - Pancevo / - > o 4 4§ 4
Krivaja - Srbobran - pored farme goveda - / - -
. Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme Lo - L= -
. Krivaja - Srbobran - farma svinja 1 - /- 1 -
. Krivaja - Radicevi¢ - farma svinja 2 Il - N
. Krivaja - Radicevi¢ - farma 3 - / - -
. Mostonga, DTD kanal - posle TP / /- > o 4 4§ 4
. DTD kanal - Sombor /- - - /
. DTD kanal - Odzaci / /- - -
. DTD kanal - Backi Petrovac Y A S A -
. DTD kanal - Melenci-Basaid A A A Y
. DTD kanal - Kikinda A A A
. Pali¢ko jezero - posle TP Y A
. Pali¢ko jezero- plaza / /- I /
. Tisa - Curug - plaza VA R A - /
. Jegricka - Zabalj / - - - /
. Begej - Zrenjanin I - = =
. Obedska bara - Obrez / /- - -
. Sava - Sr. Mitrovica-plaza N 5
. Sava - Sr. Mitrovica / I+ - -
. Rakovacki potok - Rakovac A /
. Veliki backi kanal - Vrbas / /- - - /
. KClll kanal - Vrbas A A A S
. Gradska kanalizacija Sombor Lo - e -
. Gradska kanalizacija Odzaci A
. Gradska kanalizacija Subotica, Pali¢ - - -

‘o o) N O U1 g W iy =

WINNNNNNNNNNRRRRRRRRERR
OCLVLWONOUBDBWNROWOVLOONOGOOULDWNIERO

w w w
W N =

Legenda: 1-30-Lokaliteti uzorkovanih povrsinskih voda; 31-33-Lokaliteti uzoraka gradske
kanalizacione vode; IlI-XIl -Meseci tokom kojih je vrSeno uzorkovanje; ,+” pozitivni uzorci; ,-“
negativni uzorci; ,,// nisu ispitivani uzorci; TP-tretman preciséavanja

Tokom zime 2012. godine HEV je detektovan u jednom od uzoraka reke Dunav uzorkovane
na tri lokaliteta u Novom Sadu (11,1%). U sezoni leto 2013. godine HEV je detektovan u

6,7% (2/30) uzoraka povrsinske vode (lokaliteti br. 27 i 30). U periodu uzorkovanja
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jesen/zima 2013. godine HEV nije detektovan niti u jednom od uzoraka povrsinske vode.
Takode, tokom proleéa 2014. godine HEV nije detektovan. Od ukupno 9 testiranih uzoraka
gradske kanalizacije niti u jednom nije detektovan HEV. Hepatitis E virus nije detektovan na
27 lokaliteta povrsinskih voda, niti na jednom od 3 ispitivana lokaliteta gradske kanalizacije.
U ispitanim uzorcima povrsinskih voda koje se koriste za rekreaciju, a koje su uzorkovane
na mestima javnih kupaliSta, niti u jednom nije utvrdeno prisustvo hepatitis E virusa. U
uzorcima povrsSinskihn voda koje su pod uticajem izliva kanalizacije bez tretmana
precis¢avanja i koje su uzorkovane nizvodno od izliva kanalizacije, u 10,0% (3/30) uzoraka je
utvrdeno prisustvo HEV. U pitanju su lokaliteti reka Dunav u Novom Sadu (GC-1), Sava u
Sremskoj Mitrovici i KCIIl kanal u Vrbasu. U 6 ispitanih uzoraka reke Dunav u lovistima
Plavna i Karadordevo, kao i u parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka, i SRP Obedska bara
nije detektovan HEV. Od 15 uzoraka u blizini farmi Zivotinja prisustvo ovog virusa nije
utvrdeno. Hepatitis E virus nije detektovan na 27/30 (90,0%) lokaliteta povrsinskih voda.
Prisustvo ovog virusa nije utvrdeno u uzorcima gradske kanalizacije (Tab. 11). Na slici 58. su
prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva hepatitis E virusa metodom real-time RT-

PCR.
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Slika 58. Detekcija HEV u uzorcima vode metodom Real-time RT-PCR
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5.1.7 Prisustvo hepatitis A virusa

Hepatitis A virus (HAV) nije detektovan niti u jednom od analiziranih povrsinskih voda, niti u

uzorcima gradske kanalizacije.

Na slici 59. su prikazani neki od rezultata utvrdivanja prisustva HAV metodom real-time RT-

PCR, pri ¢emu se vidi da prisustvo virusa nije utvrdeno niti u jednom uzorku. Na slici se

uocava samo detektovana pozitivna kontrola ovog virusa.
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Slika 59. Detekcija HAV u uzorcima vode metodom real-time RT-PCR

Od ukupnog broja ispitanih povrsinskih voda u njih 25,0% (3/12) nije detektovan niti jedan

virus (Stara Tisa, Jegricka i Specijalni rezervat prirode Obedska bara (Tab.6 - Tab.11)).
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5.1.8 Prevalenca virusa po ispitanim lokalitetima

Najéeséi virus koji je detektovan u ovom istrazivanju je humani adenovirus. Prevalenca
HAdV je iznosila 42,4% (42/99) u ukupnom broju uzoraka povrsinskih voda i 60,0% (18/30)
u odnosu na broj testiranih lokaliteta. U ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacione
vode prevalenca HAdV je bila 44,4% (4/9). Norovirus Gll je detektovan u 40,4% (40/99)
uzoraka povrsinskih voda i na 56,7% (17/30) lokaliteta, dok je prisustvo NoV Gl utvrdeno u
15,2% (15/99) ukupnog broja uzoraka povrsinskih voda i na 33,3% (10/30) ispitanih
lokaliteta. Prevalenca NoV Gll i Gl u uzorcima kanalizacije je iznosila 66,7% (6/9) i 22,2%
(2/9) uzoraka. Prevalenca PAdV je iznosila 11,1% (11/99) od ukupnog broja testiranih
uzoraka povrsinskih voda i 30,0% (9/30) ispitanih lokaliteta. Medutim, od ukupno 9
testiranih uzoraka gradske kanalizacije niti u jednom nije detektovan PAdV. Prisustvo BPyV
je utvrdeno u 7,1% (7/99) ispitanih uzoraka i na 23,3% (7/30) lokaliteta. Od ukupno 9
testiranih uzoraka gradske kanalizacije BPyV je detektovan u jednom od testiranih uzoraka.
Prevalenca HEV u ispitivanim uzorcima povrsinskih voda je bila 3.0% (3/99), kao i 10,0%
(3/30) ispitanih lokaliteta. Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacije niti u
jednom nije detektovan HEV. Takode, HAV nije detektovan niti u jednom od analiziranih
povrsinskih voda, niti je detektovan u uzorcima gradske kanalizacije. Rezultati prevalence

za sve ispitivane viruse, na svim lokalitetima uljucenim u istrazivanje su prikazani u Tab.12.

126



f
o N
o

i’

27

4Prisustvo i rasirenost virusa zivotinja i ljudi u povrsinskim vodama Vojvodine”
Gospava Lazi¢ - Doktorska disertacija

Tabela 12. Prevalenca virusa po ispitanim lokalitetima uzorkovanja

Broj pozitivnih uzoraka/broj ispitanih uzoraka (%)

Lokalitet HAdV NoV GlI NoV Gl PAdV BPyV HEV HAV
Dunav - GC-1 Novi Sad 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%) 2/6(33,3%) 2/6(33,3%) 1/6(16,7%) 1/6(16,7%) ND
Dunav - GC-2 Novi Sad 6/6 (100,0%) 6/6 (100,0%) 4/6(66,7%) 2/6(33,3%) 1/6(16,7%) ND ND
Dunav - plaZa Oficirac, Novi Sad 4/6 (66,7%) 4/6 (66,7%) 1/6 (16,7%) 1/6(16,7%) 1/6(16,7%) ND ND
Dunav - plaza Strand 1, Novi Sad 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) ND 1/3 (33,3%) ND ND
Dunav - plaza Strand 2, Novi Sad 1/3 (33,3%) ND 1/3 (33,3%) ND 1/3 (33,3%) ND ND
Dunav - Plavna ND ND ND ND ND ND ND
Dunav - Karadordevo 1/3 (33,3%) ND ND ND ND ND ND
Dunav - Pancevo 2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) ND 1/3 (33,3%) ND ND ND
Krivaja - Srbobran-pored farme goveda 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) ND 1/3 (33,3%) ND ND ND
Krivaja - Srbobran - izmedu 2 farme 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) ND ND ND ND ND
Krivaja - Srbobran - farma svinja 1 ND ND ND ND ND ND ND
Krivaja - Radicevic - farma svinja 2 ND ND ND ND 1/3 (33,3%) ND ND
Krivaja - Radicevic - farma 3 1/3 (33,3%) ND ND ND ND ND ND
Mostonga, DTD kanal - posle TP 3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) ND ND ND ND ND
DTD kanal - Sombor ND ND ND ND ND ND ND
DTD kanal - Odzaci 2/3 (66,7%) ND ND 1/3 (33,3%) ND ND ND
DTD kanal - Baéki Petrovac ND 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) ND ND ND ND
DTD kanal - Melenci-Basaid ND ND ND ND ND ND ND
DTD kanal - Kikinda ND 1/3 (33,3%) ND 1/3 (33,3%) ND ND ND
Pali¢ko jezero - posle TP 3/3(100,0%)  3/3(100,0%) 1/3(33,3%) ND ND ND ND
Pali¢ko jezero- plaza ND ND ND ND ND ND ND
Stara Tisa - Curug - plaza ND ND ND ND ND ND ND
Jegricka - Zabalj ND ND ND ND ND ND ND
Begej - Zrenjanin 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) ND 1/3 (33,3%) ND ND ND
Obedska bara - Obrez ND ND ND ND ND ND ND
Sava - Sr. Mitrovica-plaZa 2/3 (66,7%) 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) 1/3(33,3%) ND ND
Sava - Sr. Mitrovica 3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) ND ND ND 1/3 (33,3%) ND
Rakovacki potok - Rakovac ND 1/3 (33,3%) ND ND ND ND ND
Veliki bagki kanal - Vrbas 2/3(66,7%)  3/3(100,0%) 2/3(66,7%) ND ND ND ND
KCIll kanal - Vrbas 2/3(66,7%)  3/3(100,0%) 1/3(33,3%) ND ND 1/3(33,3%) ND
GK Subotica 3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) ND ND ND ND ND
GK Sombor ND 2/3 (66,7%) ND ND 1/3 (33,3%) ND ND
GK Odzaci 1/3 (33,3%) 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) ND ND ND ND

Legenda: TP-tretman preciS¢avanja; GK-gradska kanalizaciona voda; ND — virus nije detektovan niti u jednom ispitivanom uzorku
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5.1.9 Prevalenca virusa po ispitanim povrsinskim vodama

U dve reke (Dunav i Sava) utvrdeno je istovremeno prisustvo 6 od ukupno 7 virusa (HAdV,
NoV Gll, NoV GI, HEV, BPyV i PAdV). Istovremeno prisustvo Cetiri virusa (NoV GlI, HAdV,
PAdV i BPyV; HAdV, NoV GlI, NoV GI i HEV, kao i HAdV, NoV GlI, NoV GI i PAdV) je
detektovano u reci Krivaja, DTD i KCIII kanalu. Istovremeno prisustvo 3 virusa (HAdV, NoV
Gll i PAdV) je utvrdeno u reci Begej, dok su u Palickom jezeru i Velikom Backom kanalu u
Vrbasu istovremeno detektovani HAdV, NoV Gll i NoV GI. Prisustvo samo jednog virusa
(NoV Gll) je utvrdeno u Rakovackom potoku. U parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka, i
SRP Obedska bara nije detektovan niti jedan virus. U gradskoj kanalizaciji u gradu Odzaci
utvrdeno je istovremeno prisustvo 3 virusa (HAdV, NoV Gll i NoV Gl), a u gradskoj
kanalizaciji u Subotici i Somboru utvrdeno je istovremeno prisustvo 2 virusa (HAdV i NoV
Gll; NoV Gll i BPyV) (Tab. 13).

Prevalenca HAdV je iznosila 66,7% (8/12) u ispitanim povrsinskim vodama. Prisustvo HAdV
je utvrdeno u rekama Dunav, Sava, Begej i Krivaja, u DTD, Velikom backom, KCIII kanalu i
jezeru Pali¢. Norovirus GllI je detektovan u 75,0% (9/12) povrsinskih voda (Dunav, Sava,
Begej, Krivaja reka, i DTD, Veliki backi, KCIII kanali, Pali¢ i Rakovacki potok). Prisustvo NoV
Gl je utvrdeno u 50,0% (6/12) ispitanih vrsta povrsinskih voda (Dunav, Sava, DTD, Veliki
backi i KCIII kanali, Pali¢). Prevalenca adenovirusa svinja u ispitanih 12 vrsta povrsinskih
voda je iznosila 41.7% (5/12), i to u rekama Dunav, Sava, Krivaja i Begej kao i u DTD kanalu.
Poliomavirus goveda je detektovan u 25,0% (3/12) ispitanih vrsta povrsSinskih voda (reke
Dunav, Sava i Krivaja). Takode, prevalenca hepatitis E virusa je iznosila 25,0% (3/12)
povrsinskih voda (reke Dunav i Sava, KCIIl kanal) (Tab.13). Takode, rezultati prevalence za

svaki virus u svakoj ispitanoj povrsinskoj vodi su prikazane u Tabeli 13.
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Tabela 13. Prevalenca virusa po ispitanim povrsinskim vodama

Broj pozitivnih uzoraka/broj ispitanih uzoraka (%) Broj
detektovanih
HAdV NoV Gli NoV GI PAdV BPyV HEV HAV T

Dunav 21/33(63,6%) 19/33 (57,6%) 9/33(27,3%) 6/33 (18,2%) 5/33(15,2%)  1/33(3,0%) ND 6/7
Sava 5/6 (83,3%) 3/6 (50,0%) 1/6 (16,7%) 1/6 (16,7%) 1/6 (16,7%) 1/6 (16,7%) ND 6/7
Begej 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) ND 1/3 (33,3%) ND ND ND 3/7
Krivaja 3/15 (20,0%) 2/15 (13,3%) ND 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) ND ND 4/7
Stara Tisa ND ND ND ND ND ND ND 0/7
Jegricka ND ND ND ND ND ND ND 0/7
Rakovacki potok ND 1/3 (33,3%) ND ND ND ND ND 1/7
Palicko jezero 3/6 (50,0%) 3/6 (50,0%) 1/6 (16,7%) ND ND ND ND 3/7
Obedska bara ND ND ND ND ND ND ND 0/7
DTD kanal 5/18 (27,8%) 4/18 (22,2%) 1/18 (5,5%) 2/18 (11,1%) ND ND ND a/7
Veliki Backi kanal 2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) 1/3 (33,3%) ND ND ND ND 3/7
KCIIl kanal 2/3 (66,7%) 3/3 (100,0%) 1/3 (33,3%) ND ND 1/3 (33,3%) ND a/7
GK Subotica 3/3 (100,0%) 2/3 (66,7%) ND ND ND ND ND 2/7
GK Sombor ND 2/3 (66,7%) ND ND 1/3(33,3%) ND ND 2/7
GK Odzaci 1/3 (33,3%) 2/3 (66,7%) 2/3 (66,7%) ND ND ND ND 3/7

Legenda: GK-gradska kanalizaciona voda; ND — virus nije detektovan niti u jednom ispitivanom uzorku
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5.2 Rezultati utvrdivanja prisustva virusa RT-PCR metodom

5.2.1 Rezultati RT-PCR testa na prisustvo NoV

Sedam uzoraka povrsinskih voda koji su bili pozitivni na prisustvo NoV real-time RT-PCR
metodom, su ispitani i RT-PCR testom radi dobijanja produkta za sekvenciranje, potvrdu i
tipizaciju detektovanog virusa. U reakciji su korisé¢eni prajmeri koji detektuju sve genogrupe
NoV, a koji su navedeni u Tabeli 3. Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu
veli¢ine 327 bp, kolika je i o¢ekivana veli¢ina produkta za ispitivani deo genoma NoV. Svih 7
odabranih pozitivnih uzoraka povrsinskih voda u RT-gPCR testu su potvrdeni na prisustvo
NoV i konvencionalim RT-PCR testom. Pozitivna reakcija na prisustvo NoV je uodena na
trakama 5, 7, 8, 9, 10 i 12. Takode, na trakama 2, 4 i 6 je uocena pozitivna reakcija ali je
traka bila veoma slabo uocljiva. Na trakama 1, 3 i 11 nije uocena pozitivna reakcija i to su
uzorci koji su koridéenii koncentrovano u reakciji, dok su isti uzorci razblaZzeni 10! na
trakama 2, 4 i 12 dali pozitivhu reakciju. Za sekvenciranje su odabrani produkti RT-PCR
reakcije za uzorke gradske kanalizacione vode u OdZacima (2621/7r) i reke Sava nizvodno

od izliva kanalizacije (9995/3r) (Slika 60. trake 10 12).

8 9 10 11 42% M 14 15

Slika 60. Detekcija RT-PCR produkata NoV na agaroznom gelu

Legenda: 1. 6096/1k, 2. 6096/1r 3. 2401/3k, 4. 2401/3r, 5. 3029/1k, 6. 3029/2k, 7. 3029/2r, 8. 10708/1k, 9.
10708/1r, 10. 2621/7r, 11. 9995/3k, 12. 9995/3r, M-marker 100 bp, 14. pozitivha kontrola 1, 15. pozitivna
kontrola 2.
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5.3 Rezultati utvrdivanja prisustva virusa PCR metodom

5.3.1 Rezultati PCR testa na prisustvo HAdV

Sedam uzoraka povrsinskih voda koji su bili pozitivni na prisustvo HAdV real-time PCR
metodom, su ispitani i PCR testom. U reakciji su koriséeni prajmeri navedeni u Tabeli 3.
Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu veli¢ine 301 bp, kolika je i o¢ekivana
veli¢ina produkta za ispitivani deo genoma HAdV. Od 7 odabranih pozitivnih uzoraka
povrsinskih voda u real-time PCR testu, na prisustvo HAdV konvencionalim PCR testom je
potvrdeno 6 uzoraka. Pozitivna reakcija na prisustvo HAdV je uo¢ena na trakama 2, 3, 4, 5,
6, 8 i 13. Na trakama 1, 7 i 9 nije uocena pozitivna reakcija i to su uzorci koji su korisceni
koncentrovano u reakciji, dok su isti uzorci razblazeni 10! na trakama 2, 8 i 10 dali
pozitivnu reakciju. Jedan uzorak koji je bio pozitivan u real-time PCR testu je bio negativan
u PCR testu, kako koncentrovan, tako i razblazen (trake 11 i 12 oznaka uzoraka 3029/1k i
3029/1r). Za sekvenciranje su odabrani produkti PCR reakcije za uzorke: Dunav GC-1 Novi
Sad (6096/1r), 2 uzorka Pali¢ckog jezera nakon tretmana precis¢avanja (8454/1r) i (2401/3r),
gradska kanalizacija u Subotici (8454/3r), gradska kanalizacija u OdZacima (8745/5r) i Veliki
Backi kanal u Vrbasu (3029/1k) (Slika 61. trake 2, 4, 6, 8, 10 i 13).

S Pe13T 4 M 16

Slika 61. Detekcija PCR produkata HAdV na agaroznom gelu
Legenda: 1. 6096/1k, 2. 6096/1r, 3. 8454/1k, 4. 8454/1r, 5. 2401/3k, 6. 2401/3r, 7. 8454/3k, 8. 8454/3r, 9.

8745/5k, 10. 8745/5r, 11. 3029/2k, 12. 3029/2r, 13. 3029/1k, 14. negativna kontrola, M-marker 100 bp, 16.
pozitivna kontrola.
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5.3.2 Rezultati PCR testa na prisustvo BPyV

Osam uzoraka povrsinskih voda koji su bili pozitivni na prisustvo BPyV real-time PCR
metodom, su ispitani i PCR testom. U reakciji su koriséeni prajmeri navedeni u Tabeli 3.
Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu veli¢ine 527 bp, kolika je i o¢ekivana
veli¢ina produkta za ispitivani deo genoma BPyV. Od 8 odabranih pozitivnih uzoraka
povrsinskih voda u real-time PCR testu, na prisustvo BPyV konvencionalim PCR testom je
potvrdeno 5 uzoraka. Pozitivna reakcija na prisustvo BPyV je uocena na trakama 6, 8, 12, 13
i 14. Na trakama 5, 7 i 11 nije uodena pozitivna reakcija i to su uzorci koji su korisceni
koncentrovano u reakciji, dok su isti uzorci razblazeni 10! na trakama 6, 8 i 12 dali
pozitivnhu reakciju (SI.62). Tri uzorka koji su bili pozitivni u real-time PCR testu su bili
negativni u PCR testu, kako koncentrovani, tako i razblazeni (SI.62 trake 1, 2, 3, 4, 9i 10).

Svi produkti iz PCR testa su koriS¢eni kao uzorci za nested PCR.

9 10 11 12 13 14 M 16
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Slika 62. Detekcija PCR produkata BPyV na agaroznom gelu

Legenda: 1. 6096/1k, 2. 6096/1r, 3. 6096/2k, 4. 6096/2r, 5. 6096/3k, 6. 6096/3r, 7. 8424/1k, 8. 8424/1r, 9.
2621/6k, 10. 2621/6r, 11. 8424/2k, 12. 8424/2r (pozitivna kontrola - uzorak iz qPCR testa), 13. 9144/4r, 14.
8921/2r, M-marker 100 bp, 16.negativna kontrola.

5.3.3 Rezultati PCR testa na prisustvo PAdV

Sedam uzoraka povrsinskih voda koji su bili pozitivni na prisustvo PAdV real-time PCR
metodom, su ispitani i PCR testom. U reakciji su koris¢eni prajmeri navedeni u Tabeli 3.
Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu veli¢ine 612 bp, kolika je i o¢ekivana

veli¢ina produkta za ispitivani deo genoma PAdV. Od 7 odabranih pozitivnih uzoraka
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povrsinskih voda u real-time PCR testu, konvencionalim PCR testom na prisustvo PAdV
pozitivna reakcija je uocena na trakama 1, 3,5, 7, 9i 13. Na trakama 2, 4, 6 i 8 nije uocena
pozitivna reakcija i to su uzorci koji su koris¢eni koncentrovano u reakciji, dok su isti uzorci
razblazeni 10! na trakama 3, 5, 7 i 9 dali pozitivhu reakciju (SI.63). Dva uzorka koja su bila
pozitivha u real-time PCR testu su bili negativni u PCR testu (jedan uzorak je postavljen
koncentrovano i razblazen 10!) (trake 10, 11 i 12 uzorci oznaka 9547/2kr, 9547/2r i
8745/3k). Deset produkata iz PCR testa su kori$¢eni kao uzorci za nested PCR (trake 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9i13).
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Slika 63. Detekcija PCR produkata PAdV na agaroznom gelu

Legenda: 1. 6096/1r, 2. 6096/2k, 3. 6096/2r, 4. 6096/3k, 5. 6096/3r, 6. 5677/2k, 7. 5677/2r, 8. 9995/2k, 9.
9995/2r (pozitivna kontrola - uzorak iz qPCR testa), 10. 9547/2k, 11. 9547/2r, 12. 8745/3k, 13. 6096/1k, 14.
negativna kontrola, M-marker 100 bp.

5.4 Rezultati utvrdivanja prisustva virusa nested PCR metodom

5.4.1 Rezultati nested PCR testa na prisustvo BPyV

Produkti BPyV iz PCR reakcije su uklju¢eni u reakciju nested PCR. U reakciji su koris¢eni
prajmeri navedeni u Tabeli 3. Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu veli¢ine
263 bp, kolika je i ofekivana veli¢éina produkta za ispitivani deo genoma BPyV. Od 5
pozitivnih produkata iz PCR testa pozitivna reakcija na prisustvo BPyV nested PCR testom je
uocena na trakama 7, 11 i 12. Na ostalim trakama nije uocena pozitivna reakcija u nested

PCR testu. Za sekvenciranje je odabran produkti nested PCR reakcije za uzorak vode sa
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plaze Strand, reke Dunav u Novom Sadu (8424/2r), koji je koriéen u ovom testu i kao

pozitivna kontrola (uzorak iz real-time PCR metode) (SI. 64 traka 12).

9 10 11 12 13 14 M 16

Slika 64. Detekcija nested PCR produkata BPyV na agaroznom gelu

Legenda: 1. 6096/1k, 2. 6096/1r, 3. 6096/2k, 4. 6096/2r, 5. 6096/3k, 6. 6096/3r, 7. 8424/1k, 8. 8424/1r, 9.
2621/6k, 10. 2621/6r, 11. 8424/2k, 12. 8424/2r (pozitivna kontrola - uzorak iz qPCR testa), 13. 9144/4r, 14.
8921/2r, M-marker 100 bp, 16. negativna kontrola

5.4.2 Rezultati nested PCR testa na prisustvo PAdV

Produkti PAdV iz PCR reakcije su ukljuceni u reakciju nested PCR. U reakciji su koriséeni
prajmeri navedeni u Tabeli 3. Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu veli¢ine
344 bp, kolika je i ocekivana veli¢ina produkta za ispitivani deo genoma PAdV. Od 6
pozitivnih nalaza produkata iz PCR testa, kod kojih su trake na gelu bile slabo uocljive,
pozitivna reakcija na prisustvo PAdV nested PCR testom je uocena na traci 6. Sekvenciran je
produkt nested PCR reakcije za uzorak vode sa plaze Oficirac reke Dunav u Novom Sadu
(6096/3r), koji je koris¢en u ovom testu i kao pozitivha kontrola (uzorak iz real-time PCR

metode) (SI.65 traka 6).

Slika 65. Detekcija nested PCR produkata PAdV na agaroznom gelu

Legenda: 1. 6096/1k 2. 6096/1r, 3. 6096/2k, 4. 6096/2r, 5. 6096/3k, 6. 6096/3r (pozitivha kontrola - uzorak iz
gPCR testa), 7. 5677/2k, 8. 5677/2r, 9. 9995/2k, 10. 9995/2r, 11. negativna kontrola, M-marker 100 bp.
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5.4.3 Rezultati nested PCR testa na prisustvo HEV

Tri uzorka povrsinskih voda koji su bili pozitivni na prisustvo HEV real-time RT-PCR
metodom, su ispitani i nested PCR testom. U reakciji su koris¢eni prajmeri navedeni u
Tabeli 3 za RT-PCR i nested PCR. Svi produkti iz RT-PCR testa su koris¢eni za nested PCR.
Pozitivan nalaz virusa se ocitavao u vidu trake na gelu veli¢ine 286 bp za ORF1 deo genoma
HEV i 348 bp za ORF2 deo genoma HEV, koliko su i olekivane veli¢ina produkata za
ispitivane delove genoma HEV. Od 3 odabranih pozitivnih uzoraka povrsinskih voda u real-
time RT-PCR testu, na prisustvo HEV ORF1 i ORF2 nested PCR testom je potvrden jedan
pozitivan uzorak za ORF1 i jedan pozitivan uzorak za ORF2 deo genoma HEV. Uzorci za
nested PCR su postavljeni na gel koncentrovano i u razredenju 101. Za sekvenciranje su
odabrani produkti nested PCR reakcije za uzorak vode iz reke Save nizvodno od izliva
kanalizacije u Sremskoj Mitrovici (8921/3k) za ORF1 HEV i uzorak reke Dunav nizvodno od

izliva kanalizacije GC-1 (10525/1k) za ORF2 HEV (SI. 65 trake 2i 9).

t .2  Sliguuseiticte M e geetE ol Rl 44516

Slika 66. Detekcija nested PCR produkata HEV na agaroznom gelu

Legenda: Trake 1-7 produkti HEV ORF1: 1. 10525/1r, 2. 8921/3k, 3. 8921/3r, 4. 9664/2k, 5. 9664/2r, 6.
pozitivha kontrola 52, 7. pozitivha kontrola 174, M-marker 100 bp, Trake 9-16 produkti HEV ORF2: 9.
10525/1k, 10. 10525/1r, 11. 8921/3k, 12. 8921/3r, 13. 9664/2k, 14. 9664/2r, 15. pozitivha kontrola 52, 16.
pozitivna kontrola 174.
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5.5 Rezultati sekvenciranja
5.5.1 Rezultati sekvenciranja dela gena za protein kapsida HAdV

Sekvencirani delovi genoma HAdV poticu iz sledeéih 6 uzoraka u kojima je detektovano
njihovo prisustvo:

e gradska kanalizacija u gradu OdZaci, uzorkovana u oktobru 2013. godine i uzorak
zaveden pod brojem 8745/5,

e uzorak vode iz Velikog Backog kanala u Vrbasu, uzorkovan u aprilu 2014. godine i
zaveden pod brojem 3029/1,

e gradska kanalizacija u gradu Subotica, uzorkovana u oktobru 2013. godine i zaveden
pod brojem 8454/3,

e uzorak vode iz reke Dunav u Novom Sadu, nizvodno od izliva kanalizacije GC-1,
uzorkovan u junu 2014. godine i zaveden pod brojem 6096/1,

e uzorak iz jezera Pali¢ nakon presc¢avanja u gradskom precistacu, uzorkovan u oktobru
2013. godine i zaveden pod brojem 8454/1 i

e uzorak iz jezera Pali¢ nakon preséavanja u gradskom precistacu, uzorkovan u martu
2014. godine i zaveden pod brojem 2401/3.
Amplifikovan deo genoma hekson gena HAdV je bio duzine 301 bp. Sekvenciranje je
uradjeno u oba smera (u forvard i reverznom smeru) tj. sekvencirana su oba lanca DNK
dobijenog PCR produkta hekson gena. Obe sekvence svakog HAdV su analizirane i
uporedene u programu FinchTV, a potom je nukleotidna sekvenca DNK lanca svakog
detektovanog HAdV uporedena sa drugim sekvencama deponovanim u GenBank (NCBI
GenBank). Sekvence HAdV u ovom istraZzivanju su deponovane u GenBank (Tab.15 u
prilogu). Ukratko, sekvence HAdV u duzini od 255 nukleotida su uporedene sa jos 10
sekvenci HAdV iz GenBank sa procentima sli¢nosti u BLASTn od 99-100% i sa 6 referentnih
sekvenci drugih tipova HAdV (A, B, C, D, E i G), a zatim je formirano filogenetsko stablo (SI.
67). Na osnovu izvrSene molekularne tipizacije i filogenetske analize, utvrdeno je da tri
sekvence HAdV iz uzoraka vode oznacenih brojevima 1, 5 i 6 pripadaju HAdV tipu 40.
Sekvence dela genoma HAdV su pokazale slicnost od 100% sa sekvencom HAdV izolovanog
iz vode u Japanu (GenBank accession no. KR001862), sekvencom HAdV izolata Hovix

(GenBank accession no. KU162869), sojem Dugan u Japanu (GenBank accession no.
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AB330121). Takode, da nukleotidne sekvence detektovanog HAdV iz ovog istraZzivanja
pripadaju grupi F i tipu 40 potvrdeno je i na osnovu sli¢nosti sa referentnim izolatima: soj
Dugan (GenBank accession no. X51782) i HAdV F (GenBank accession no. NC_001454)
(S1.67). Takode, utvrdeno je i da tri sekvence HAdV iz uzoraka vode oznacenih brojevima 2,
3 i 4 pripadaju HAdV tipu 41. Sekvence HAdV su pokazale sliénost u 100% sa sekvencom
HAdV izolovanog iz vode u Japanu (GenBank accession no. KR001863), sekvencom HAdV 41
u Brazilu (GenBank accession no. KM099405), sekvencom HAdV 41 u SAD (GenBank
accession no. KF303069) i sojem Tak u Japanu (GenBank accession no. AB303122). Takode,
da pomenuti sekvencirani delovi genoma HAdV pripadaju tipu 41 potvrdeno je na osnovu
slicnosti sa referentnim izolatom Tak (GenBank accession no. X51783, AB303122). Kako bi
se dodatno potvrdila pripadnost grupi F i tipovima 40 i 41, HAdV sekvence su uporedene sa
drugim grupama HAdV. U pitanju su sekvence tj. delovi genoma referentnih sojeva za

grupe: HAdV A, HAdV B, HAdV C, HAdV D, HAdV E i HAdV G (SI.67).

H HAdV F (NC 001454)
HAdV40 waterl Japan (KR 001862)
HAdV 40 Dugan Japan (AB 330121)
g | M HAdV40/wt/SRB/2401-3-2014 (KX 570632)
B HAdV40/wt/SRB/8454-1-2013 (KX 570631)
B HAdV40/sw/SRB/8745-5-2013 (KX 570630)
HAdV 40 HoviX Finland (KU 162869)
W HAdV 40 strain Dugan (X 51782)
g4) HAdV 41 Tak (AB 330122)
-I M HAdV 41 Tak (X51783)
M HAdV41/wt/SRB/3029-1-2014 (KX 570633)

33

— B HAJVAL/Wt/SRB/6096-1-2014 (KX 570635)
90| HAdV41 water2 Japan (KR 001863)

HAdV 41 NY/2010/4849 USA (KF 303069)
HAdV G HAdV 52 (DQ 923122)

25 ,_— HAdV B Germany (KF 633445)
74 HAdV E HAdV-4 (NC 003266)
HAdV C /China/ CBJ113 (KR 699642)
———— [ HAdV A Hu.mastadenovirus A (AC 000005)

HAdV D (KU170729)

0.1

Slika 67. Molekularna filogenetska analiza HAdV
Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum Likelihood
baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vredno$¢u od 1000 ponavljanja; Mnukleotidne
sekvence HAdV iz Srbije,mreferentni izolati HAdV 40 41, izolati HAdV 40 i 41, mizolati drugih grupa HAdV (A,
B, C, D, E, G); HAdV D je korisé¢en kao outgroup.
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5.5.2 Rezultati sekvenciranja dela gena RdRp/capsid NoV

Nukleotidna sekvenca detektovanog NoV Gl (iji je deo gena RdRp/capsid sekvenciran,
poti¢e iz uzorka gradske kanalizacione vode grada OdZaci, uzorkovane u martu 2014.
godine i zavedene pod brojem 2621/7. Sekvenca detektovanog NoV Gll, koji je takode
sekvenciran u istom delu genoma, potice iz uzorka reke Save u Sremskoj Mitrovici,
nizvodno od izliva kanalizacije, uzorkovane u novembru mesecu 2013. godine, i zavedene
pod brojem 9995/3. Amplifikovan deo genoma NoV je bio duZine 327 bp. Nukleotidne
sekvence NoV sekvenciranih u ovom istraZivanju su deponovane u GenBank (Tab.15 u
prilogu).

Sekvence dela genoma NoV GI (NoVGI/sw/SRB/2621-7-2014) i Gl (NoVGIIl/wt/SRB/9995-3-
2013) u duZini od 263 nukleotida su uporedene sa joS 18 sekvenci NoV iz GenBank sa
procentima sli¢nosti u BLASTn od 97-99% i sa 3 sekvence drugih tipova NoV (GllI, GIV, GV),
a zatim je formirano filogenetsko stablo. Potvrdena je pripadnost detektovanih virusa
genotipu 1 i 2, poredenjem sekvenci sa referentnim izolatima: Norwalk virus Gl (GenBank
accession no. M87661) i Hawaii virus Gll (GenBank accession no. U07611) (SI.68).
Nukleotidna sekvenca NoVGI/sw/SRB/2621-7-2014 je pokazala 99% sli¢nosti sa izolatom
NoV Hu/Gl.P2/Shanghai (GenBank accession no. KP335073), a 98% sa sekvencama NoV
Hu/Gl.2/Jingzhou (GenBank accession no. KF306212) i NoV iz Kine (GenBank accession no.
EU072228). Sli¢cnost od 96% je utvrdena sa sekvencom NoV Human calicivirus NLV/Sagnut
(GenBank accession no. AJ487808).

Nukleotidna sekvenca NoVGII/wt/SRB/9995-3-2013 je pokazala 99% slicnosti sa
sekvencama norovirusa deponovanim u GenBank (NCBI GenBank) pod brojevima
KJ598057, KR904777, AB972473, KM589659 i KR904744. Ovi norovirusi su poreklom iz
uzoraka stolice pacijenata izolovanih u Johanesburgu, Japanu, Italiji, Etiopiji i Juznoafrickoj
Republici. Slicnost od 98% je utvrdena sa sojevima iz Juznoafricke Republike izolovanih iz
stolice dece koja su imali gastroenteritis (GenBank accession no. KR904238, KR904736,
KR904785, KR904781), soja iz Japana (GenBank accession no. AB972478) i Bangladesa
(GenBank accession no. KJ685412). Sli¢nost u 97% je bila sa sekvencom NoV poreklom iz
uzoraka stolice pacijenata u Juznoafrickoj Republici (GenBank accession no. KR904783).
Kako bi se dodatno potvrdila pripadnost genotipu 1 i 2 sekvence detektovanih NoV su

uporedene sa drugim genotipovima NoV. U pitanju su sekvence tj. delovi genoma
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referentnih sojeva za dati genotip: Bovine norovirus Glll strain Jena (GenBank accession no.

AJ011099), Norwalk-like virus GIV (GenBank accession no. AF414427) i Murine norovirus 1

GV (GenBank accession no. AY228235) (SI.68).

NoV GII/Hu/ZAF/2013/GIl.Pe-Gll.4 Sydney 2012 (KR904238)
NoV GII/Hu/ZA/2013/Gll.Pe/Cape Town 11216 (KR904736)
NoV GII/Hu/ZA/2013/Gll.Pe/Cape Town 12511 (KR904785)
NoV GII/Hu/ZA/2013/Gll.Pe/Empangeni 12471 (KR904781)
NoV GII/Hu/ZA/2013/Gll.Pe/Bushbuckridge 12495 (KR904783)
NoV Hu/GII.4/Fukui3/2012/JP (AB972478)
NoV Hu/GIl/BG1C0405/2012/BGD (KJ685412)
NoV Gll.4 113196-3 (KJ598057)
NoV GII/Hu/ZA/2013/Gll.Pe/Johannesburg 12369 (KR904777)
NoV Hu/Gll.4/lwate5/2012/JP (AB972473)
NoV GIl ZS-AH12-2013-ETH (KM589659)
B NoVGIlI/wt/SRB/9995-3-2013 (KX 570637)
NoV GII/Hu/ZA/2013/Gll.Pe/Johannesburg 11606 (KR904744)
= L M Hawaii virus Gl (U07611)
8 Norwalk-like virus GIV (AF414427)
Murine norovirus 1 GV (AY228235)

26

32

38

33

B Norwalk virus Gl (M87661)
NoV Hu/GI.P2/Shanghai (KP335073)
B NoVGl/sw/SRB/2621-7-2014 (KX 570636)
NoV Hu/Gl.2/Jingzhou (KF306212)
3 NoV Gl Human calicivirus NLV/Sagnut (AJ487808)
62 NoV Gl Hu/CHN40737/CZ04 (EU072228)

39
99

Bovine Norovirus Glll/Jena (AJ011099)

Slika 68. Molekularna filogenetska analiza NoV
Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum Likelihood
baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vredno$¢u od 1000 ponavljanja; Enukelotidne
sekvence NoV iz Srbije, mreferentni izolati NOV Gl i Gll, izolati NoV Gl i Gll, mizolati drugih genotipova NoV
(GllI, GIV i GV); Bovine norovirus Glll/Jena je koris¢en kao outgroup.

5.5.3 Rezultati sekvenciranja dela gena za protein kapsida PAdV

Sekvenciran deo genoma PAdV potice iz uzorka reke Dunav sa plaze “Oficirac” u Novom
Sadu, uzorkovana u junu 2014. godine i zavedena pod brojem 6096/3. Amplifikovan deo
genoma hekson gena PAdV je bio duzine 344 bp. Sekvenca detektovanog PAdV

sekvencirana u ovom istrazivanju je deponovana u GenBank (Tab.15 u prilogu).
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Nukleotidna sekvenca PAdV5/wt/SRB/6096-3-2014 u duZini od 171 nukleotida je
uporedena sa joS 12 sekvenci iz GenBank sa procentima sli¢nosti u BLASTn od 82-100% i
formirano je filogenetsko stablo (SI.69).

Sekvenca PAdV5/wt/SRB/6096-3-2014 je pokazala 100% slicnost sa PAdV-5 (GenBank
accession no. DQ531665). Ova sekvenca je pokazala 99% slicnosti sa PAdV-5 izolovanih iz
reke i otpadne vode iz domacinstva u Spaniji (GenBank accession no. DQ531661 i
DQ531667), kao i sa sekvencom PAdV tip 5 (GenBank accession no. AF289262). Sekvenca
PAdV5/wt/SRB/6096-3-2014 iz ovog rada pokazala je 96% sli¢nosti i sa sekvencom PAdV-5
(GenBank accession no. DQ531666). Istovremeno, sekvenca iz ovog rada je pokazala 86-
87% slicnosti sa Caprine adenovirus-om tip 2 (GenBank accession no. KP274047), Ovine
adenovirusom tip 4 (GenBank accession no. DQ630754) i Rhesus adenovirusom tip 53
(GenBank accession no. KM591903). Sekvenca PAdV5/wt/SRB/6096-3-2014 je uporedena
sa sekvencama drugih genotipova PAdV, kao i sa PAdV tip 3, kako bi se dodatno potvrdila
pripadnost genotipu 5 PAdV. Sliénost PAdV5/wt/SRB/6096-3-2014 sa adenovirusom svinja
tip 3 je iznosila 84% (GenBank accession no. KU761583), dok je slicnost sa adenovirusom
goveda (BAdV) tip 2 (GenBank accession no. AY288817) iznosila 83%. Sekvenca
detektovanog PAdV 5 je bila u 82% slicna sa sekvencom humanog mastadenovirusa
(GenBank accession no. KI626292) koji potice iz stolice pacijenta u Meksiku (Kajon i sar,

2014) (S1.69).

B PAdV5/WH/SRB/6096-3-2014 (KX570638)
PAdV 5-TR1 (DQ531665)
PAdV 5-Sh3 (DQ531661)
B PAdV 5 (AF289262)
PAdV 5-LIR1 (DQ531667)
78 PAdV 5-TR2 (DQ631666)
34 OAdV 4 (KP274053)
72 BAdV 2 (AY288817)
CAdV 2 (KP274047)
RAdV 53 (KM591903)

66

53

4|_— M PAdV 3 (KU761583)
86 L— M PAdV 3-Shil (DQ531663)
HAdV D (KJ626292)

0.05

Slika 69. Molekularna filogenetska analiza PAdV
Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum Likelihood
baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vredno$éu od 1000 ponavljanja; Enukleotidna
sekvenca PAdV iz Srbije,Mreferentni izolat PAdV5, izolati PAdV tip 5,Mizolati PAdV tip 3,mizolati drugih tipova
adenovirusa; HAdV D je koris¢en kao outgroup.
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5.5.4 Rezultati sekvenciranja dela gena za protein kapsida BPyV

Sekvenciran deo genoma BPyV potice iz uzorka reke Dunav sa plaze “Strand” u Novom
Sadu, uzorkovan u novembru 2014. godine i zaveden pod brojem 8424/2. Amplifikovan deo
genoma capsid gena BPyV (VP1) je bio duZine 263 bp. Sekvenca genotipa BPyV
sekvencirana u ovom istraZzivanju je deponovana u GenBank (Tab.15 u prilogu).

Nukleotidna sekvenca BPyV/wt/SRB/8424-2-2013 u duzZini od 174 nukleotida je uporedena
sa jos 11 sekvenci BPyV iz GenBank sa 95-98% sli¢nosti i sa 8 sekvenci drugih tipova BPyV, a
zatim je formirano filogenetsko stablo (SI.70). Sekvenca BPyV/wt/SRB/8424-2-2013 je
pokazala sliénost u 98% sa BPyV izolatom BEL1 (GenBank accession no. KU200259). Slicnost
od 96 do 98% je bila i sa 6 sekvenci iz Spanije (GenBank accession no. DQ531655,
DQ531656, DQ531657, DQ531658, DQ531659, DQ531660). Pripadnost genotipu 1
sekvence BPyV je potvrdena i sa slicno$¢u sekvence 95-97% sa BPyV tipom 1 izolovanim iz
limfnih ¢vorova krave u Kataloniji (GenBank accession no. KU170643) i u istom procentu sa
referentntnom sekvencom BPyV (GenBank accession no. NC_001442), kao i sekvencom
BPyV tip 1 (GenBank accession no. D13942). U istom procentu sekvenca
BPyV/wt/SRB/8424-2-2013 je bila slicha sa BPyV sojem 1S5 (GenBank accession no.
KM496323) izolovanog iz mlevenog mesa za hamburger u supermarketu u SAD.

Kako bi se dodatno potvrdila pripadnost sekvence iz Srbije genotipu 1 BPyV, ista je
uporedena sa drugim vrstama/tipovima BPyV. U pitanju su sekvence tj. delovi genoma
sojeva: California sea lion polyomavirus 1 soj CSL6994 (GenBank accession no. GQ331138),
Meles meles polyomavirus 1 izolate UK (GenBank accession no. KP644239), Artibeus
planirostris polyomavirus 3 izolate A504 (GenBank accession no. JQ958890), Finch
polyomavirus soj 1209 (GenBank accession no. KT302407), Equine polyomavirus izolate
CUO03 (GenBank accession no. JQ412134), Simian virus 40 soj Ri257 (GenBank accession no.
FN812745) i BK polyomavirus izolate RU15 (GenBank accession no. FR720320) (SI.70).
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g3 BPyV (D13942)
50| |m BPyV (NC_001442)
53|l BPyvV Sh7 (DQ531660)
BPyV 1 (KM496323)
40|  BPYV-BELI (KU200259)
BPyV Sh2 (DQ531656)
BPyV Sh5 (DQ531659)
59 [ — M BPyV/W/SRB/8424-2-2013 (KX 570639)
| BPyV Sh1(DQ531655)
| [ BPyV Sh4 (DQ531658)
BPyV 1 (KU170643)
BPyV Sh3 (DQ531657)

42

57 | CSLPyV (GQ331138)
g2l MPyV (KP644239)

APPyV (JQ958890)
33 FPyV (KT302407)

EPyV (JQ412134)
-———— I Simian 40 polyomavirus (FN812745)

BKPyV (FR720320)

39

0.05

Slika 70. Molekularna filogenetska analiza BPyV
Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum Likelihood
baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vredno$éu od 1000 ponavljanja. mnukleotidna
sekvenca BPyV iz Srbije, Mreferentni izolat BPyV, izolati BPyV tip 1mizolati drugih tipova poliomavirusa; BKPyV
je koris¢en kao outgroup.

5.5.5 Rezultati sekvenciranja delova ORF1 i ORF2 HEV

Sekvenca genotipa HEV koji je sekvenciran u ORF1 delu genoma potice iz uzorka reke Save
u Sremskoj Mitrovici, nizvodno od izliva kanalizacije, uzorkovane u oktobru 2013. godine i
zaveden pod brojem 8921/3. Drugi HEV deo genoma koji je sekvenciran u ORF1 delu
genoma, koji je istovremeno sluZio i kao pozitivna kontrola detekcije virusa, potice od
uzorka zuc¢i domace svinje iz klanice u Novom Sadu. UmnozZeni ORF1 deo genoma genotipa
HEV je bio duZine 286 bp. Sekvenca HEV iz povrSinske vode sekvencirana u ovom
istrazivanju je deponovana u GenBank (Tab.15 u prilogu). Sekvenca genotipa HEV koja
potice od uzorka Zuci domace svinje je u postupku deponovanja u GenBank. Sekvence
genotipa HEV ORF1 (HEV/wt/SRB/8921-3-2013 i HEV orfl swine SRB) u duZini od 242
nukleotida su uporedene sa ukupno 13 sekvenci HEV iz GenBank sa slicnos¢u 89-95% i sa 3
sekvence drugih tipova HEV (G1, G2 i G4), a zatim je formirano filogenetsko stablo (SI.71).
Pripadnost HEV/wt/SRB/8921-3-2013 i HEV orfl swine SRB sekvenci iz Srbije genotipu 3 je
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potvrdena poredenjem ORF1 sekvenci sa referentnim izolatom HEV G3 (GenBank accession
no. EU495148). Sekvenca HEV/wt/SRB/8921-3-2013 iz vode iz Srbije je pokazala slicnost u
95% sa ranije tipiziranim izolatom HEV 005-10 SRB iz Srbije, poreklom od domacih svinja
(GenBank accession no. HM483380). Slicnost u 94% je utvrdena sa izolatima HE_JA7
(GenBank accession no. AB082552) i izolatom HEV ORF1 (GenBank accession no.
AB780454). Slicnost u 93% je utvrdena sa ranije tipiziranim HEV izolatom iz Srbije poreklom
od domace svinje (GenBank accession no. HM483381), izolatima iz Madarske (GenBank
accession no. EU718649, EU718647), izolatom HE-JANGP2 (GenBank accession no.
AB196842) i izolatom HEV swR437 (GenBank accession no. FR846453). Izolat HEV poreklom
od domace svinje koji je istovremeno predstavljao i kontrolu detekcije virusa je pokazao
slicnost u 93% sa izolatom HEV orfl HE-JA9 (GenBank accession no. AB082554), a sli¢nost
89-92% je pokazao sa ostalim izolatima prikazanim u filogenetskom stablu (SI.71). Kako bi
se dodatno potvrdila pripadnost genotipu 3 ORF1 sekvence genotipa HEV iz Srbije su
uporedene sa drugim genotipovima HEV tj. delovima genoma referentnih sojeva za dati

genotip: HEV genotip 1 (G1) soj Burma, HEV G2 soj Mexico i HEV G4 izolat EChZ20 (SI.71).

HEV orfl HE-JA7 (AB082552)
HEV ORF1 (AB780454)
HEV HE-JANGP2 (AB196842)
B HEV/Wi/SRB/8921-3-2013 (KX570640)
HEV 005-10 SRB (HM483380)
HEV HUN-039(EU718649)
HEV HUN-007 (EU718647)
HEV 006-10 SRB (HM483381)
HEV swKOR-1 (FJ426403)
HEV swR437(FR846453)
B HEV orfl swine SRB
20 HEV orfl HE-JA9 (AB082554)
E|_— HEV JRM-Toy05C (AB291963)
HEV NL Patient 129 (KR362757)
B HEV G3 TLS25 (EU495148)
HEV G4 EChZ20 (HM439284)

33

33

76

HEV G2 Mexico (M74506)
HEV G1 Burma (M73218)

Slika 71. Molekularna filogenetska analiza HEV ORF1
Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum Likelihood
baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vrednoSéu od 1000 ponavljanja. mnukleotidne
sekvence HEV iz Srbije,mreferentni izolat HEV G3 ORF1, mizolati HEV G3 ORF1 poreklom od domacih svinja iz
Srbije, izolati HEV G3,mizolati drugih genotipova hepatitis E virusa; HEV Gl Burma je koris¢en kao outgroup.
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Detektovani HEV koji je sekvenciran u ORF2 delu genoma potice iz uzorka reke Dunav u
Novom Sadu, nizvodno od izliva kanalizacije GC-1, uzorkovan u decembru 2012. godine i
zaveden pod brojem 10525/1. Druga HEV nukleotidna sekvenca ORF2 dela genoma HEV,
koji je istovremeno sluZio i kao pozitivna kontrola detekcije virusa, poti¢e od uzorka Zuci
domacde svinje iz klanice u Novom Sadu.

UmnoZeni ORF2 deo genoma detektovanog HEV je bio duZine 348 bp. Sekvenca HEV iz
povrsinske vode sekvencirana u ovom istraZivanjuje je deponovana u GenBank (Tab.15 u
prilogu). Sekvenca virusa HEV koja poti¢e od uzorka zuci domace svinje je u postupku
deponovanja u GenBank.

Sekvence HEV ORF2 u duZini od 273 nukleotida su uporedene sa jos 9 sekvenci HEV iz
GenBank sa procentima sli¢nosti BLASTn 89-95% i sa 3 sekvence drugih genotipova HEV
(G1, G2 i G4), a zatim je formirano filogenetsko stablo. Pripadnost HEV/wt/SRB/10525-1-
2012 iz Srbije genotipu 3 je potvrdena poredenjem ORF2 sekvenci sa referentnim izolatom
HEV G3 (GenBank accession no. EU495148) (SI.72).

Nukleotidna sekvenca HEV/wt/SRB/10525-1-2012 iz vode iz Srbije je pokazala slicnost u
95% sa izolatima HEV poreklom od ljudi iz Holandije, Madarske i izolatom poreklom od
svinja iz Koreje (GenBank accession no. JQ929109, EF530664, GQ385078). Slicnost u 94% je
utvrdena sa izolatima iz Madarske poreklom od ljudi (GenBank accession no. EF530667) i
izolatom HEV iz Austrije poreklom od svinja (GenBank accession no. HM623775). Sekvenca
detektovanog HEV poreklom od domace svinje koji je istovremeno predstavljao i kontrolu
detekcije virusa je je bila slicna u 90% sa izolatom HEV poreklom od divlje svinje iz Japana
(GenBank accession no. AB605211), a 89-90% sa izolatima iz Hrvatske i Italije poreklom od
svinja (GenBank accession no. HQ591364, KF888277), kao i sa izolatom humanog porekla iz
Japana (GenBank accession no. AB437317) (S1.72).

Kako bi se dodatno potvrdila pripadnost genotipu 3 ORF2 sekvence HEV iz Srbije su
uporedene sa drugim genotipovima HEV. U pitanju su sekvence tj. delovi genoma
referentnih sojeva za dati genotip: Hepatitis E virus genotip 1 (G1) soj Burma (GenBank
accession no. M73218), HEV G2 soj Mexico (GenBank accession no. M74506) i HEV G4
izolat EChZ20 (GenBank accession no. HM439284) (SI.72).
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E': HEV HUN-E71 (EF530664)
HEV abKorea/Farm (GQ385078)

HEV sw7aAT (HM623775)

L— M HEV/wt/SRB/10525-1-2012 (KX570641)
HEV Netherlands (JQ929109)

——  HEV HUN-E95 (EF530667)

ﬂh M HEV orf2 swine SRB
HEV Croatia (HQ591364)

99 57 HEV ltaly (KF888277)
24 HEV JE03-1760F (AB437317)
a0 EEV WhJTS 04-L2 (AB605211)
B HEV G3 TLS25 (EU495148)

HEV G4 EChZ20 (HM439284)
HEV G2 Mexico (M74506)

E5

E1

HEV G1 Burma (M73218)

—
0.05

Slika 72. Molekularna filogenetska analiza HEV ORF2
Filogenetsko stablo je konstruisano u programskom paketu MEGA 6.0, metodom Maximum Likelihood
baziranom na modelu Kimura 2-parameter sa Bootstrap vredno$¢u od 1000 ponavljanja; m nukleotidne
sekvence HEV iz Srbije,mreferentni izolat HEV G3 ORF2, izolati HEV G3,mizolati drugih genotipova hepatitis E
virusa; HEV Gl Burma je kori$¢en kao outgroup.

5.6 Kvantifikacija virusa u uzorku

U Tabeli 14. je prikazan izracunat broj PCR detektabilnih jedinica (PDU) virusa u 1L uzorka
vode, sa intervalom pouzdanosti 95% (Cl) (od minimalnog do maksimalnog broja PDU), po
ispitanim povrsinskim vodama i uzorcima gradske kanalizacije. U uzorcima povrsinskih voda
broj PDU/L se kretao od 48 (95% Cl: 4-369) do 6,1x103 (95% Cl: 406-70.9x103), a u uzorcima
gradske kanalizacije od 96 (95% Cl: 8-477) do 6,1x103 (95% Cl: 406-70.9x103) (Tab.14).

Pre postupka koncentrovanja virusa u svaki uzorak vode je dodata procesna kontrola
(MNoV) (10ul MNoV titra 108/10L uzorka vode), a zatim je nakon postupka detekcije za
svaki detektovan uzorak izraCunata njegova koncentracija i procenat prinosa, kao Sto je
navedeno u delu Meterijal i Metode. Jedan primer detekcije MNoV je dat na slici 73.
,Recovery” vrednost (procenat prinosa ispitivane karakteristike) metode se u ovom slucaju
procenjuje iz razlike u koncentracijama dodate i detektovane procesne kontrole (MNoV) po

uzorku (Sl. 74). Prinos reakcije za MNoV je iznosila od 2,16% do 21,3%.

145



Y Gospava Lazi¢ - Doktorska disertacija
S

[B) Fis view Tools Instrument Analysis Window Help

e SR BEEE ks ?

f
:Q::J\\’ JPrisustvo i rasirenost virusa Zivotinja i ljudi u povrsinskim vodama Vojvodine”

o

acS

" Manual Baseline:

Data: [Deke Ainvs Cycle =

Line Color: [wellCalor ~_+.

Threshold: [0.0200000

& Aulo Baselne

Tnsurmant YRecors |
/ Plate ¥ Spectra ¥ Component Y Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ D Y Report
Delta Rn vs Cycle
1.08+000
Detector: ru i -
1.0e-001
Analysis Settings
" Auta Ot
& Manual Ct
1.0e-002

Start [cycle}: [Aute
c
&
= 10003 \\ \/ = End feyole): [Auto
g SN \ |t
L Analyze
1 Help
1.06-004 \
1.0e-008
1.08-006
12 3 46 6 7 8 9101112131415 1617 1810 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 30 37 38 30 40 41 42 43 44 45 45 47 48 40 50
Cycle Number
| 1 | 2 | 3 | 1 | 5 | 3 | | 10 1 12
A m o I [ UL U [ UE [ UL [ UL
CH[U] o I [ LN JET [ UE I[N I[UN
| L L I I I I
o |m o U | U T U] 10T [ U
E |m o U | U T U] [ NE 1T
F [ | I I | |
s | [ I | I ] ]
i
Ready Disconnected UM

Slika 73. Detekcija MNoV u uzorcima vode metodom Real-time RT-PCR

[B] Fie View Tools Instrument Analysis Window Help

el SR EBEEE -Hs?

m

Instrument

‘ ‘Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Di Y Report

Delta Rn vs Cycle

1.0e+000
1.0e-001
Analysis Settings
© o Ct
* Manual Ct
1.0e-002

" Marual Baseline:

Start [cpcle}: [Auto

Data: |Delta Ain vs Cycle +
Detector: [mioy -
Line Color [wiell Calor v

Thresheld: |0.0200000

& Aulo Baseline

c
&
o 1.0e-003 b
z Endieucle} [Ate
&
Analyze
~ |
-
1.0e-004 =
1.08-008
1.0e-008
12 3 4 5 68 7 8 910111213 14151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 34 35 36 37 39 39 40 41 42 43 44 45 46 47 40 49 50
Cycle Number
1 | 2 | 3 | 1 | 5 [ | | | 10 | i | 2
A
B [ | || || [ | || || I [ || ||
< [ I I[ I[ I I I[ I[ I I I[ I[
D | I I I | I | I I I I I
IE |
IF |
16 |
L
Ready Disconnected M

Slika 74. Detekcija MNoV u uzorcima vode metodom Real-time RT-PCR

146



[}
g\\ N
9

|

=

Tabela 14. Najverovatniji broj PDU utvrdenih virusa u 1L ispitanog uzorka povrSinske vode
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Mean PDU (95%Cl)

HAdV NoV GlI NoV GI PAdV BPyV HEV HAV
Dunav 48(4-369)-2,6x10%(344-14x103) 132(17-486)-960(81-3.5x10%) 132(17-486)-960(81-3.5x10%) 96(8-477)-960(81-3.5x103)  96(8-477)-960(81-3.5x103) 96(8-477) ND
Sava 48(4-369)-6,1x10%(406-70,9x103) 96(8-477)-264(34-730) 96(8-477) 264(34-730) 96(8-477) 96(8-477) ND
Begej 264(34-730) 96(8-477) ND 132(17-486) ND ND ND
Krivaja 132(17-486) 96(8-477) ND 132(17-486) 132(17-486) ND ND
Tisa ND ND ND ND ND ND ND
Jegricka ND ND ND ND ND ND ND
Rakovacki potok ND 26(2-161) ND ND ND ND ND
Pali¢ko jezero 1.3x10%(172-4.8x10°%)-6,1x10%(406-70,9x103) 96(8-477)-480(40-960) 264(34-730) ND ND ND ND
Obedska bara ND ND ND ND ND ND ND
DTD kanal 480(40-960) 264(34-730)-960(81-3.5x10%) 96(8-477) 264(34-730) ND ND ND
Veliki Backi kanal 480(40-960) 960(81-3.5x10%) 96(8-477)-1.3x10%(172-4.8x10%) ND ND ND ND
KClIl kanal 480(40-960) 264(34-730)-960(81-3.5x103) 4800 (409-38,4x103) ND ND 96(8-477) ND
GK Subotica 1.3x10%(172-4.8x103) 96(8-477) ND ND ND ND ND
GK Sombor ND 96(8-477) ND ND 96(8-477) ND ND
GK Odzaci 6,1x10%(406-70.9x103) 264(34-730)-2,6x10%(344-14x103) 96(8-477)-960(81-3.5x10°%) ND ND ND ND

Legenda: Mean — srednja vrednost; PDU — PCR detektabilna jedinica (PCR detectable unit); Cl — Interval pouzdanosti (Confidence interval); GK - gradska kanalizacija; ND —
virus nije detektovan niti u jednom ispitivanom uzorku
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Prisustvo virusa Zivotinja i ljudi u povrSinskim, narocCito vodama za rekreaciju, predstavlja
veliki problem za javno zdravlje, kao i ekonomski problem (Bofill-Mas i sar, 2010). Za
povrsinske vode glavni izvor kontaminacije virusima je kanalizaciona voda iz urbanih
podrucja (Maalouf i sar, 2010). Pored toga, spiranje vode sa zemljista izazvano obilnim
padavinama ili topljenjem snega moze doprineti zagadenju povrsinskih voda virusima (Silva
i sar, 2011). Virusi Zivotinja i ljudi mogu dospeti i u podzemne vode. Bez obzira na to da li su
izvor vode za pi¢e kontaminirane podzemne ili povrSinske vode, one mogu dovesti do
epidemija Sirokih razmera (Okoh i sar, 2010). Izvor infekcije mogu biti i vode koje se koriste
u rekreativne svrhe, ali i vode za navodnjavanje i ispiranje povrca i voca, koje su mozda i
najéesci uzrok epidemija entericnih virusa. Brojne studije su potvrdile da je uzrok epidemija
gastroenteritisa i hepatitisa bilo konzumiranje zelene salate, bobicastog voéa i slicno, koji
su bili kontaminirani virusima (Okoh i sar, 2010).

U Srbiji, voda za pice, povrsinske, podzemne i vode za rekreaciju se kontroliSu sa sanitarnog
aspekta uglavnom samo na prisustvo bakterioloskih pokazatelja. Netretirana gradska
kanalizacija i razli¢ite otpadne vode se u nasoj zemlji najcesce izlivaju direktno u povrsinske
vode. Postrojenja za tretman otpadnih voda u Srbiji je veoma malo, i ukoliko postoje, u
nekim gradovima c¢esto ne rade punim kapacitetom. Samo nekoliko postrojenja za tretman
su izgradena u poslednjih nekoliko godina. Brojna istraZivanja u svetu su pokazala da je
utvrdeno prisustvo mnogih virusa i u uzorcima nakon tretmana precis¢avanja, koje se
ulivaju u povrsinske vode ili se koriste kao izvor vode za pi¢e. Zbog ovakve situacije, jedan
od zadataka ovog istrazivanja bio je da se utvrdi u kojoj meri su povrsinske vode u Srbiji

kontaminirane virusima Zivotinja i ljudi.

6.1 Prisustvo i rasirenost HAdV u povrsinskim i kanalizacionim vodama

6.1.1 Prevalenca HAdV u povrsinskim vodama

Tokom poslednjih godina sve viSe paZznje se usmerava na virusoloski kvalitet otpadnih

kanalizacionih voda zbog povecanog rizika od virusnih oboljenja koja se prenose vodom

(Wieczorek i sar, 2015). Od 1998. godine Agencija za zastitu Zivotne sredine iz SAD (EPA) je
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ukljucila adenoviruse u listu kontaminanata vode za pice, ukazujuéi da su ovi virusi
potencijalno uzroci za hidri¢ne epidemije (Barardi i sar, 2012).

Humani adenovirusi mogu biti prisutni u uzorcima povrsinskih voda kontaminiranim
ljudskim fecesom. Razlog pojave adenovirusa ljudi u prirodnim vodenim sredinama je
najéesc¢e kontaminacija netretiranom ili neadekvatno tretiranom gradskom kanalizacionom
vodom. Humani adenovirusi koji se nalaze u kanalizacionim uzorcima klanica svinja i pili¢a
su najverovatnije prisutni usled kontaminacije ljudskom kanalizacijom, odnosno fekalijama
(Pina i sar, 1998; Jiang i sar, 2006; Wei i sar, 2009). Tokom ovog istrazivanja prisustvo HAdV
je utvrdeno u 42,4% (42/99) uzoraka povrsinskih voda. Humani adenovirus je detektovan
na svim lokalitetima reke Dunav, osim u lovistu ,,Plavna“. Na tri lokaliteta reke Dunav (GC-1,
GC-2 i u Pancevu) voda je uzorkovana nizvodno od izliva kanalizacije. Ovim rezultatima je
potvrdeno da je HAdV bio prisutan u kanalizaciji i da su ostali pozitivni uzorci reke Dunav za
koje nije postojao konkretan podatak o izlivu otpadnih voda, najverovatnije bili
kontaminirani fekalnim otpadom. Takode, u uzorcima iz reke Krivaje, koja tece pored
nekoliko farmi Zivotinja i koja je uzorkovana bas na tim lokalitetima, HAdV je detektovan u
3 od 5 uzoraka. Ovakvi rezultati su takode ukazali da je u blizini farmi Zivotinja povrsinska
voda najverovatnije kontaminirana fekalijama poreklom od ljudi. U uzorcima nizvodno od
izliva gradske kanalizacije u rekama Begej i Sava i Velikog Backog i KCIIlI kanala takode je
detektovan HAdV. Ovi rezultati predstavljaju prve nalaze humanog adenovirusa u
povrsinskim vodama u Srbiji. Humani adenovirusi su na internacionalnom nivou predloZeni
za indikatore prisustva virusnih patogena ljudi u Zivotnoj sredini i koriste se kao marker
virusi fekalne kontaminacije poreklom od ljudi, zbog njihove stabilnosti u Zivotnoj sredini
(Bofill Mas i sar, 2006; Silva i sar, 2011).

Takode, rezultati su pokazali da se koriséene metode koncentrovanja HAdV u uzorcima
vode i molekularne metode detekcije ovog virusa, mogu uspeSno primenjivati za
utvrdivanje prisustva ovog virusa u povrsinskim vodama. Ovi rezultati su u skladu su sa
rezultatima mnogih drugih studija sprovedenih Sirom sveta. U istrazivanju sprovedenom u
susednoj Madarskoj HAdV su detektovani metodama PCR i Real-time PCR u 56% uzoraka
povrsinskih voda (Kern i sar, 2013). U drugoj studiji sprovedenoj u Madarskoj, visok nivo
fekalne kontaminacije poreklom od Zivotinja i ljudi, zabelezen je u reci Tisi (Rusinol i sar,
2014). Reka Tisa je jedna od glavnih reka u Centralnoj Evropi, koju karakteriSu sezonske

poplave u rano proleée i pocetkom leta. lako visoki vodostaji reke utiCu na razblaZivanje
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fekalne kontaminacije, postoji znacajan rizik za stanovnistvo, jer je u tom istrazivanju HAdV
utvrden u svim ispitanim uzorcima, tokom svih sezona uzorkovanja (Rusinol i sar, 2014).
Istrazivanjem u Spaniji je utvrdena veéa prevalenca HAdV (65,0%) nego u ovoj disertaciji, ali
su u tom slucaju testirani samo uzorci vode iz reka koje su imale razli¢ite nivoe fekalnog
zagadenja (Pina i sar, 1998). Kao i u ovom radu, prisustvo HAdV je ispitivano u povrsinskim
vodama i vodama za pi¢ée u mnogim drugim zemljama u svetu. Humani adenovirus je
detektovan u uzorcima voda sa prevalencom od 25,0% do 75,0% u Juznoafrickoj Republici,
Koreji, Brazilu, Singapuru (Lee i sar, 2004, 2005; Silva i sar, 2010; Aw i Gin, 2011; Chigor i
Okoh, 2012a). U istrazivanju Kokkinos i sar. (2012) metodom real-time PCR je utvrdeno da
je prevalenca HAdV u vodi za navodnjavanje iznosila 27,9%, u salati kao sirovom proizvodu
26,4% i u dubrivu 60,0%. Ova studija je potvrdila moguénost virusne kontaminacije povréa i
postojanje rizika za zdravlje ljudi, kao i na znacaj marker virusa za utvrdivanje fekalne
kontaminacije u vodi i hrani. Rezultati u istraZivanju ovih autora su istovremeno ukazali i na
uspesnost koriséenja molekularnih metoda za detekciju virusa u vodi i hrani. Interesantno
je spomenuti da su rezultati detekcije HAdV na agaroznom gelu dali jasne rezultate potvrde
molekularnih metoda (gPCR) u ovoj disertaciji, osim u jednom uzorku koji je bio ispod limita
detekcije konvencionalnog PCR testa. Pomenuti uzorak je pokazao visoku vrednost Ct u
gPCR testu, odnosno prisustvo veoma malog broja virusnih Cestica, Sto mozZe biti razlog
negativnog rezultata ovog uzorka PCR testom. Takode, s obzirom da je u brojnim
literaturnim podacima potvrdena manja osetljivost PCR testa u odnosu na gPCR, to se
moZe smatrati jo§ jednim razlogom takvih rezultata za HAdV. Sest produkata HAdV je
sekvencirano i tipizirano, sto je dodatno potvrdilo uspesnost metode.

U ovoj disertaciji od ukupno 21 uzorak povrSinskih voda koje se koriste za rekreaciju,
uzorkovane na mestima javnih kupalista od juna 2013. do juna 2014. godine, u 8 (38,1%) je
utvrdeno prisustvo humanog adenovirusa. Ovi rezultati predstavljaju prva istrazivanja
prisustva HAdAV u Vojvodini (Srbiji). Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje rizika za
zdravlje ljudi i potrebu za redovnim praéenjem i izveStavanjem o stanju kontaminacije voda
koje se koriste za rekreativne svrhe i sa virusoloskog aspekta. Nesto kasnije, na postojanje
rizika za javno zdravlje ukazalo je joS jedno istrazivanje u Vojvodini, u avgustu i septembru
2014. godine, u kojem je u ukupno 90 uzoraka sa 5 gradskih plaza u Vojvodini prisustvo
humanog adenovirusa utvrdeno u 67,0% uzoraka. U ukupno 18 uzoraka vode sa lokaliteta

plaze Strand u Novom Sadu, humani adenovirus je detektovan u 12 uzoraka (Jovanovic-
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Galovic i sar, 2016). Veca prevalenca HAdV u tom istrazivanju u odnosu na rezultate o ovoj
disertaciji je najverovatnije zbog veceg broja uzoraka sa gradskih plaza, jer su u tom
istrazivanju testirani samo uzorci vode koja se koristi u rekreativne svrhe. Takode, voda u
istom istraZivanju je uzorkovana samo tokom kupaliSne sezone, dok je u ovoj disertaciji
obuhvaceno ispitivanje vise razlicitih povrsinskih i kanalizacionih voda u tri razli¢ite sezone
u toku 2 godine koliko je trajalo ispitivanje. Prevalenca virusa u povrsinskim voda zavisi i od
statusa infekcije u populaciji ljudi u periodu uzorkovanja, Sto moze biti joS jedan razlog
utvrdivanja veée prevalence u datom istrazivanju, u odnosu na rezultate u ovoj disertaciji.
Sli¢na istrazivanja su radena i u svetu. Silva i sar. (2011) detektovali su HAdV u 44,4%
(24/54) uzoraka prikupljenih iz reka i jezera koje se koriste za rekreaciju i kao izvor vode za
pi¢e u gradu Goiania u Brazilu. U ukupno 132 uzorka sveZe i morske vode koje se koriste za
rekreaciju, prikupljenih sa 24 razlicite lokacije u devet razliCitih evropskih zemalja
analizirano je prisustvo HAdV (Bofill-Mas i sar, 2010). U 15 laboratorija iz tih devet
evropskih zemalja analizirano je prisustvo HAdV metodom real-time PCR i u 60,6% uzoraka
je detektovan HAdV. NajceSce je bio prisutan HAdV serotip 41. Takode, utvrdeni su i
serotipovi: 12, 19, 31 i 40 (Bofill-Mas i sar, 2010). U jednoj studiji u Juznoafrickoj Republici,
na prisustvo HAdV analizirano je ukupno 93 uzorka iz 3 bazena koja se koriste za rekreaciju.
Humani adenovirus je detektovan u 26 (15,4%), 38 (21,1%) i 28 (10,7%). lako su HAdV
detektovani, nije bilo prijava infekcije ovim virusom od strane kupaca, ali se ovakvi slucajevi
u Juznoafrickoj Republici obi¢no i ne prijavljuju. U ovom slucaju, na osnovu dobijenih
rezultata autori su ukazali da rizik od infekcije humanim adenovirusom svakako postoji (van
Heerden i sar, 2005). U Francuskoj, u Novoj Kaledoniji koja je veoma popularna za
rekreativne aktivnosti, na lokalitetima gde je morska voda opterec¢ena izlivima otpadne
kanalizacione vode, uzorkovana je morska voda svakog meseca tokom jedne godine. U
ovim uzorcima metodom real-time PCR utvrdeno je prisustvo HAdV u 67,0% uzoraka. Ova
studija je, kao i istraZivanja u ovoj disertaciji, ukazala na vaznost redovnog monitoringa, kao
i na potrebu izgradnje postrojenja za preciséavanje otpadnih voda koje bi u mnogome
smanjilo kontaminaciju morske vode otpadnim kanalizacionim vodama (Kaas i sar, 2015).

Silva i saradnici su u istrazivanju tokom 2011. godine dokazali da je HAdV pokazao sezonski
karakter u pojavi u povrsinskim vodama. Nesto drugadiji rezultati dobijeni su za ispitivanja
reke Vieprz iz Poljske tokom 2007. godine, gdje je HAdV detektovan metodom nested PCR

u 28,3% od ukupno 60 ispitanih uzoraka vode, ali je utvrdeno prisustvo virusa tokom svih
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sezona u toku jedne godine (Kozyra i sar, 2011). U istrazivanjima koje obraduje ova
disertacija, utvrdeno je prisustvo HAdV u povrsinskim vodama i gradskoj kanalizacionoj
vodi tokom svih sezona. Tokom zime 2012. godine HAdV je detektovan u reci Dunav u
88,9% (8/9) uzoraka. U sezoni leto 2013. godine utvrdeno je prisustvo HAdV u 45,5%
(15/33) uzoraka, tokom sezone jesen/zima 2013. godine taj broj je iznosio 39,4% (13/33)
uzoraka, a tokom prole¢a HAdV je detektovan u 30,3% (10/33) uzoraka. Ovi rezultati su u
skladu sa drugim sliénim istrazivanjima u svetu i ukazuju da se HAdV moZie naéi u
povrsinskim vodama na podrucju Vojvodine tj. Srbije tokom cele godine. Rusinol i sar.
(2014) su takodje pokazali da je HAdV detektovan na svim ispitanim lokalitetima i u svim
sezonama u toku jedne godine.

Prevalenca HAdV u ovom istraZzivanju ukazuje na neophodnost monitoringa ovog virusa u
povrsinskim vodama. Takode, prevalenca HAdV u ovom radu ukazuje na povecanu potrebu
za podizanje postrojenja za preciséavanje otpadnih kanalizacionih voda na svim mestima
gde ona ne postoje, kao i na sistemskom praéenju ucinka precistaca tamo gde oni postoje.
U maju mesecu, kada su neka podrucja u Srbiji bila pogodena poplavama, od 30 lokaliteta
na kojima je uzorkovana povrsinska voda, tri lokaliteta su bila poplavljena. U pitanju su reka
Sava u Sremskoj Mitrovici na plaZi i nizvodno od izliva kanalizacije, kao i Obedska bara u
ObrezZu. Sa ovih lokaliteta je voda uzorkovana u junu 2014. godine, kada je nakon poplava
dosSlo do opadanja vodostaja. Uzorak reke Save na plazi je u ovom uzorkovanju bio
negativan na prisustvo HAdV, dok je u prethodne dve sezone uzorkovanja bio pozitivan. U
uzorku nizvodno od izliva kanalizacije je i ovog puta detektovan HAdV. Takode, u uzorku iz
Obedske bare nije detektovan HAdV, kao ni u prethodna dva uzorkovnja. U ovom sluéaju, u
odnosu na uzorkovanu povrsinsku vodu (Reku Savu) i prethodna uzorkovanja, doslo je do
promene samo u jednom uzorku u kom nakon poplave nije detektovan virus. Jedan od
razloga moze biti veca koncentracija inhibitora qPCR reakcije u uzorku vode koja je
utvrdena nakon opadanja vodostaja posle poplave.

U ovom istrazivanju HAdV nije detektovan u 12 od 30 uzoraka povrsinskih voda, kao i u
jednom od 9 uzoraka gradske kanalizacije. U parkovima prirode Stara Tisa i Jegri¢ka, kao i u
SRP Obedska bara nije detektovan humani adenovirus, sto je bilo o¢ekivano, jer je na ovim

lokalitetima antropogeni uticaj znatno maniji.
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6.1.2 Prevalenca HAdV u kanalizacionim vodama

Prisustvo HAdV u kanalizacionoj vodi a samim tim i u Zivotnoj sredini tj. povrSinskim
vodama odraZzava infektivni status stanovniStva i predstavlja rizik po javno zdravlje
(Wieczorek, 2015). Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacije u 4 (44,4%) je
detektovan HAdV. Uzorak gradske kanalizacije u OdZacima je bio pozitivan na prisustvo
HAdV samo u sezoni uzorkovanja leto 2013. godine. Influent kanalizacije u Subotici je
ukazao na prisustvo HAdV u svim sezonama uzorkovanja. U uzorcima influenta kanalizacije
u Somboru nije utvrdeno prisustvo HAdV niti u jednom uzorku, dok su sva tri uzorka
efluenta kanalizacije iz Sombora bila pozitivna na prisustvo ovog virusa. Ovakvi rezultati su
ukazali na to da je mesto za uzorkovanje influenta kanalizacije najverovatnije
neodgovarajuée, jer je u pitanju bazen kroz koji otpadna voda tece velikom brzinom.
Humani adenovirus je najverovatnije bio prisutan sve vreme u kanalizacionoj vodi ali ne
homogeno, nego povremeno u odnosu na sam tok kanalizacije, jer je detektovan u efluentu
nakon preciS¢avanja kada je cela vodena masa kanalizacione vode homogenizovana.
Moguce je, prema tome, da zbog takve konfiguracije bazena za influent dodje do lazno
negativnog rezultata, pa je preporucljivo ubuduce uzimati vecu koli¢inu uzorka u skladu sa
konfiguracijom bazena za influent.

Prevalenca HAdV u ovoj disertaciji je veoma slicna prevalenci u drugim istrazivanjima
sprovedenim u drugim zemljama. U Grckoj nije u potpunosti razvijen nadzor nad ovim
virusima i studija u kojoj je prevalenca HAdV bila 45,8% je ukazala na potrebu monitoringa
HAdV kao veoma bitnog za epidemioloski nadzor gastroenteritisa (Kokkinos i sar, 2011).
Sliéna istrazivanja su radena i u Nemackoj, Poljskoj, Japanu gde je prevalenca HAdV bila
56,0%-100,0% (Pusch i sar, 2005; Katayama i sar, 2008; Wieczorek i sar, 2015).

U istraZivanju sprovedenom u ovom radu, u 6 uzoraka u gradovima Subotica i Sombor,
nakon tretmana precis¢avanja humani adenovirus je detektovan u svim uzorcima (100,0%)
u svakoj sezoni uzorkovanja. Ovo ukazuje na neodgovarajuci tretman kanalizacionih voda u
postrojenjima sa virusoloskog aspekta, kao i na neophodnost sistemskog pracenja virusa u
uzorcima efluenta. Naime, upravo se tretirana voda ispusta u recipijente koji veoma cesto
mogu biti vode koje se koriste za rekreaciju, pa samim tim postoji poveéan zdravstveni rizik.
Ovakvi rezultati su u skladu sa istrazivanjima drugih autora. Metodom real-time PCR, u

gradu Porto Alegre u Brazilu, HAdV je detektovan u dva od osam (25,0%) uzoraka influenta
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i Cetiri od osam (50,0%) uzoraka efluenta iz sistema za preciséavanje gradske kanalizacione
vode. Ovakav slucaj utvrdivanja vece prevalence u tretiranoj vodi u odnosu na sirovu
kanalizaciju je zapaZen i u drugim studijama Sirom sveta (He i Jiang, 2005; Fong i sar, 2010),
Sto moze biti izazvano ve¢om koncentracijom PCR inhibitora u kanalizacionoj vodi (Dalla
Vecchia i sar, 2012). Brojna istraZivanja su pokazala da HAdV ipak mogu da opstanu u
tretiranoj otpadnoj vodi i da njihova ponovna upotreba u industriji i poljoprivredi ili njihovo
ispustanje u povrsinske vode koje se koriste za rekreaciju mogu izloziti ljude opasnosti.
Takva istrazivanja su radena u ltaliji, Brazilu, Maroku, Juznoafrickoj republici (Maluguer de
Motes i sar, 2004; Carducci i sar, 2009; La Rosa i sar, 2010; Amdiouni i sar, 2012; Fumian i
sar, 2013; Osuolale i Okoh, 2015).

U severoisto¢noj Grckoj je od decembra 2004. do novembra 2006. godine posredno
utvrdivano prisustvo humanog adenovirusa u zajednici, odredivanjem prisustva ovog virusa
u uzorcima kanalizacije iz 6 postrojenja za tretman gradskih kanalizacionih otpadnih voda.
Ovakav koncept se pokazao kao dosta pouzdan. Humani adenovirusi su detektovani u
59,7% uzoraka, a genotipizacijom je potvrden HAdV tip 41 (Parasidis i sar, 2013b). Na
osnovu rezultata detektovanih HAdV u povrSinskim vodama i uzorcima gradske
kanalizacione vode u ovom istrazivanju od oktobra 2012. do juna 2014. godine moZzemo
indirektno potvrditi da je HAdV cirkulisao u populaciji ljudi na podruéju Vojvodine. Ovi
rezultati su potvrdeni detekcijom HAdV u 45,0% uzoraka stolice u rutinskom virusoloSkom
ispitivanju na teritoriji Severnobackog okruga, kao i 5 prijavljenih slu¢ajeva u 2014. godini
(llic i Markovic, 2013; llic i Strbac, 2015). U Vojvodini tokom pet godina seroloski je
pregledano 660 dece sa akutnim infekcijama gornjih delova respiratornog trakta, 260 dece
sa znacima bronhitisa, 660 dece obolele od pneumonije, 560 dece sa mononukleoznim
sindromom, 1170 osoba razli¢ite starosti sa limfadenopatijom i 780 osoba razli¢ite starosti
sa gripoznim sindromom, kako bi se utvrdila ucestalost raznih bolesti izazvanih
adenovirusima. Adenovirusi su detektovani kod 34,2% pregledane dece sa akutnom
infekcijom gornjih delova respiratornog trakta, kod 32,7% ispitanika sa bronhitisom, 35,8%
dece sa mononukleoznim sindromom i kod 26,7% obolele dece sa pneumonijom (Jerant
Pati¢ i sar, 2009). Pomenuta istrazivanja potvrduju da su HAdV Siroko rasprostanjeni u
humanoj populaciji na teritoriji koja je ispitivana u okviru ovog rada, tako da se i nalazi
HAdV u povrsinskim vodama na podruéju Vojvodine uklapaju u epidemiolosku situaciju na

pomenutom podrucju.
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6.1.3 Tipizacija i filogenetska analiza detektovanih HAdV

Sekvencirani delovi genoma HAdV u ovoj disertaciji poti¢u iz 6 uzoraka: dve gradske
kanalizacije (u gradovima Subotica i OdZaci), 2 uzorka vode jezera Pali¢ nakon tretmana
preciséavanja, uzorka reke Dunav u Novom Sadu nizvodno od izliva gradske kanalizacije i
uzorka Velikog Backog kanala u Vrbasu. Molekularnom tipizacijom i filogenetskom
analizom je potvrdeno da sve sekvence detektovanog HAdV pripadaju grupi F HAdV. Tri
sekvence pripadaju tipu 40, a ostale tipu 41. Sedmak i sar. (2007) su dokazali da postoji
veza, odnosno sli¢nost izmedu virusa u Zivotnoj sredini i virusa izolovanog iz klinickog
materijala u datoj godini i u odredenim geografskim oblastima. Dominantan klini¢ki izolat je
najcesée bio dominantan izolat u kanalizacionoj vodi tokom ispitivane godine. Ovi rezultati
su ukazali da je tipizacija virusa prisutnih u kanalizaciji i Zivotnoj sredini veoma bitna za
prevenciju, kao i osnova za razvoj vakcina, ali i uvid u pojavu novih serotipova (Fong i sar,
2010). U Juinoafri¢koj Republici adenovirusi tip 40 i 41 su najce$ce izolovani iz uzoraka
tretirane vode za pice i re¢ne vode, $to je u skladu sa rezultatima ove studije. U SAD,
najzastupljeniji su tipovi 3, 2, 1i 5. U nekim studijama je potvrdeno da je adenovirus tip 41
postepeno zamenio serotip 40 kao dominantni serotip izolovan od pacijenata sa
gastroenteritisom i bio je identifikovan kao najprisutniji serotip u otpadnim vodama
(Sedmak i sar, 2003; van Heerden i sar, 2005; Fong i sar, 2010).

Tri sekvence HAdV iz uzoraka vode u ovom istrazivanju oznacenih brojevima 1, 5 i 6,
pripadaju HAdV tipu 40, na osnovu identi¢nosti sekvenciranog dela genoma sa HAdV
F/HAdV 40 izolatom koji su prijavili Davison i sar. (1993). Takode, sekvenca je bila identi¢na
referentnom soju Dugan iz Skotske, kao i soju Dugan iz Japana (Toogood i sar, 1989; Ishiko i
sar, 2008). Humani adenovirus tip 40 je prvi put izolovan 1975. godine iz uzorka stolice i od
tada je dokazano njegovo ucesce u etiologiji akutnog infantilnog gastroenteritisa. Sekvenca
iz Srbije je bila potpuno identi¢na sa izolatom HAdV iz vode u Japanu, kao i sa sekvencom
HAdV izolata Hovix u Svajcarskoj (Devakirubakaran i Senthilkumar, 2015; Pacesa i sar,
2016). Tri sekvence HAdV iz uzoraka vode oznacenih brojevima 2, 3 i 4 pripadaju HAdV tipu
41 i pokazale su 100% slicnosti sa sekvencom HAdV izolovanog iz vode u Japanu
(Devakirubakaran i Senthilkumar, 2015), izolatom RJ/2013-22188 odgovornog za epidemije

gastroenteritisa u Rio de Zeneiru (Portes i sar, 2015) i sekvencom HAdV 41 izolat
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NY/2010/4849 poreklom iz SAD-a (Lamson i sar, 2014). Takode, pripadnost detektovanih
sekvenci tipu 41 potvrdena je i na osnovu sli¢nosti sekvenci sa referentnim sojevima virusa
(Toogood i Hay, 1988; Ishiko i sar, 2008). Detektovane sekvence tipova 40 i 41 iz ovog rada
su veoma sli¢ne sa virusnim sojevima iz udaljenih zemalja, Sto ide u prilog veoma Siroke
rasprostranjenosti odredenih sojeva HAdV. Takode, u pitanju je relativno stabilan dsDNK
virus, koji znatno sporije akumulira mutacije. Jedan od razloga veoma velike sli¢nosti sa
izolatima iz udaljenih zemalja je i da nema ili ima veoma malo prijavljenih izolata iz blizeg
okruzenja Srbije, ni iz klini¢kih uzoraka, niti iz uzoraka Zivotne sredine.

Pripadnost detektovanih sekvenci HAdV iz Srbije grupi F i tipovima 40 i 41, dodatno je

potvrdena filogenetskom analizom HAdV sekvenci.

6.2 Prisustvo i rasirenost NoV u povrsinskim i kanalizacionim vodama

Norovirusi su humani patogeni koji se prenose vodom i hranom. Prijavljene su brojne
epidemije uzrokovane norovirusima iz fekalno kontaminirane vode za pice i vode koja se
koristi za rekreaciju, Sto je najéesée posledica ulivanja neadekvatno tretirane otpadne vode
u njih i sposobnosti prezivljavanja ovog virusa u Zivotnoj sredini (Hoebe i sar, 2004; Lodder i
de Roda Husman, 2005; Maunula i sar, 2005; Skraber i sar, 2005; van den Berg i sar, 2005;

Da Silva i sar, 2007; Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).

6.2.1 Prevalenca NoV u povrsinskim vodama

Voda za piée i rekreaciju u razvijenim zemljama je uglavnom ¢ista. Zagadenje se javlja retko,
najéesce kao posledica izlivanja otpadnih voda ili septickih jama, kao posledica poplava ili
velikih padavina. Takva zagadenja su naj¢eSée povezana sa epidemijama gastroenteritisa
izazvanog norovirusima (Allen i sar, 2013). Niska infektivna doza, otpornost na dezinfekciju
i razli¢iti putevi prenosenja su razlozi za visoku ucestalost norovirusa u populaciji ljudi i u
Zivotnoj sredini. Prisustvo NoV je potvrdeno u gradskoj kanalizacionoj vodi i povrsinskim
vodama u mnogim studijama Sirom sveta (Lodder i de Roda Husman, 2005; Parasidis i sar,

2013a).
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U ovom istraZivanju utvrdeno je prisustvo NoV u 55,6% (55/99) uzoraka povrsinskih voda.
Prevalenca NoV GllI je iznosila 40,4%, a NoV Gl je 15.2% u ispitanim povrsinskim vodama.
Prisustvo NoV Gll je utvrdeno na 5 lokaliteta reke Dunav, dva lokaliteta reke Krivaje, dva
lokaliteta DTD kanala, dva lokaliteta reke Sava i na lokalitetima reke Begej, Rakovackog
potoka, Velikog backog i KCIIl kanala. Norovirus Gl je detektovan na 5 lokaliteta reke Dunav
i na po jednom lokalitetu DTD kanala, jezera Pali¢, reke Save, Velikog Backog kanala i KCIII
kanala. Na vecini ovih lokaliteta je uzorkovanje izvrSeno nizvodno od izliva kanalizacije, pa
su ti izlivi kanalizacije verovatno i direktni uzrocnici detekcije NoV, dok je kod ostalih
uzoraka NoV prisutan kao rezultat fekalne kontaminacije iz udaljnih izvora ili na drugi nacin
(npr. spiranjem kontaminiranog tla). Ovi rezultati predstavljaju prve nalaze norovirusa u
povrsinskim vodama u Vojvodini (Srbiji), jer do sada nisu pronadeni dostupni publikovani
podaci. Takode, rezultati sprovedenih istrazivanja su pokazali da se koriséene metode
koncentrovanja NoV u uzorcima vode i molekularne metode detekcije mogu uspesno
primeniti u monitoringu prisustva ovog virusa u povrsinskim vodama. Rezultati istraZivanja
u ovoj disertaciji su u skladu su sa rezultatima drugih studija sprovedenih u zemljama u
okruzenju Srbije, ali i Sirom sveta. U studiji sprovedenoj u Madarskoj, norovirusi su
detektovani u 30% uzoraka ispitanih povrsinskih voda metodom real-time RT-PCR (Kern i
sar, 2013). Takode, prisustvo NoV Gl i GIl u povrsSinskim i kanalizacionim vodama, ali i u
morskim i podzemnim vodama je potvrdeno i u Francuskoj, Poljskoj, Keniji, Brazilu, SAD,
Singapuru a prevalenca je bila od 9,3% do 71,7%. Kao i rezultati u ovoj disertaciji, ova
istrazivanja su ukazala na to da je metoda real-time RT-PCR veoma korisna za monitoring
ovog virusa u povrsinskim vodama, narocito u zemljama u kojima se kanalizacija ispusta u
reke i jezera bez ikakvog tretmana, sto dovodi do losih sanitarnih uslova i izvora infekcije za
stanovnistvo (Lodder i de Roda Husman, 2005; Aw i sar, 2009, Hill i sar, 2010; Aw i sar,
2011; Kozyra i sar, 2011; Kiulia i sar, 2014; Teixeira i sar, 2015). Konvencionalni RT-PCR test
za NoV, koji je raden u disertaciji radi dobijanja produkta za sekvenciranje, potvrdu i
tipizaciju detektovanog virusa, je potvrdio prisustvo svih testiranih NoV koji su bili
detektovani i RT-gPCR metodom. Neke trake pozitivnih uzoraka su bile slabo vidljive na
agaroznom gelu S$to je posledica visoke Ct vrednosti u RT-gPCR testu, odnosno male
brojnosti virusnih Cestica u uzorku. S obzirom da je u brojnim literaturnim podacima
potvrdena manja osetljivost RT-PCR testa u odnosu na RT-qPCR, to se moZe smatrati joS

jednim razlogom takvih rezultata za NoV. Kod tri uzorka NoV na agaroznom gelu nije
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uocena pozitivna reakcija kada su ispitivani kao nerazredeni ekstrakti nukleinskih kiselina,
ali kada su ekstrakti nukleinskih kiselina razblazeni 107, tada su dali pozitivhu reakciju, a
samim tim su smatrani pozitivnim nalazom. Dva uzorka NoV su sekvencirana i time je
takode potvrdena uspesnost metode.

U ovoj disertaciji tokom zime 2012. godine do juna 2014. godine NoV Gll je detektovan u
uzorcima povrsinskih voda u svim sezonama uzorkovanja sa prevalencom od 23,3% do
88,9%. Takode, NoV Gl je detektovan u uzorcima u svim sezonama uzorkovanja u ovoj
disertaciji, sa prevalencom 3,3% do 26,7%. Ovi rezultati su indirektno potvrdili da je NoV
bio prisutan u populaciji ljudi tokom cele godine. U istrazivanju Kozira i sar. (2011) iz reke
Wieprz tokom 2007. godine, norovirusi su detektovani u 11,6% od 60 ispitanih uzoraka
tokom letnjeg perioda. Verovatno su ovi rezultati posledica povremene epidemije NoV u
populaciji ljudi u letnjem periodu, a neposredno pred sprovedeno uzorkovanje. Norovirusi
se uglavnom cesce detektuju u zimskom periodu (Alen i sar, 2013), ali je detekcija veoma
Cesta i u letnjem periodu u uzorcima povrsinske vode koje se koriste u rekreativne svrhe
(Lodder i de Roda Husman, 2005). Pozitivni uzorci na NoV u Brazilu su detektovani u
periodu obilnih padavina, od decembra do juna meseca (Parasidis i sar, 2013b). U ovoj
disertaciji, u 21 uzorku prikupljenom sa plaza NoV Gl je detektovan u 6 (28,6%) uzoraka. U
istim uzorcima prisustvo NoV Gl je potvrdeno u 4 (19,1%) uzoraka. Takode, prisustvo virusa
je potvrdeno tokom cele godine i s obzirom da je za infekciju dovoljan veoma mali broj
viriona, ovi rezultati ukazuju da postoji rizik po zdravlje ljudi na ovim lokalitetima, narocito
u letnjem periodu kada se te povrsinske vode koriste u rekreativne svrhe. Samo kao primer
veli¢ine moguéeg rizika, u Novom Sadu plazu Strand tokom leta za 1 dan poseti oko 20.000
ljudi.

Od 6 uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, NoV Gi i Gll nisu detektovani,
kao ni u parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka i u SRP Obedska bara. Ovakvi rezultati su
ocekivani, jer na pomenutim lokalitetima nije bilo registrovanih izlivanja otpadnih voda u
vreme uzorkovanja, a lokaliteti su pod znatno manjim antropogenim uticajem u odnosu na

druge lokalitete.
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6.2.2 Prevalenca NoV u kanalizacionim vodama

Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacione vode NoV Gll je detektovan u 66,7%
uzoraka kanalizacione vode, dok je prevalenca NoV Gl, u istim uzorcima bila 22,2%.
Influenti gradske kanalizacije u Somboru, Subotici i gradska kanalizaciona voda u Odzacima
su bili pozitivni na NoV Gll u 2 od 3 uzorkovanja. Efluent u Somboru je bio pozitivan u dve
sezone uzorkovanja. U Subotici su uzorci nakon tretmana preciséavanja bili pozitivni u sve
tri sezone uzorkovanja, dok je u OdzZacima, recipijent DTD kanal nakon ulivanja
kanalizacione vode bio negativan na NoV Gll u sve tri sezone uzorkovanja. Influenti gradske
kanalizacije u Somboru i Subotici su bili negativni na NoV Gl u sve tri sezone uzorkovanja.
Uzorci gradske kanalizacione vode u OdZacima su bili pozitivni u 2 od 3 uzorkovanja. Efluent
u Somboru je bio negativan u sva tri slucaja uzorkovanja, kao i recipijent u Odzacima, dok je
uzorak nakon tretmana preciS¢avanja u Subotici bio pozitivan na NoV Gl samo u jednom od
3 uzorka. U ovom slucéaju takode, kao i kod HAdV, NoV je detektovan nakon tretmana
preciséavanja, tako da je najverovatnije virus bio prisutan u uzorku kanalizacije, ali ne
homogeno. Ovakvi rezultati su oCekivani i u skladu su sa sli¢nim istrazivanjima u svetu koja
su potvrdila prisustvo NoV u kanalizacionim vodama pre i nakon precis¢avanja (van den
Berg i sar, 2005; Maunula i sar, 2009; La Rosa i sar, 2010; Blanco Fernandez i sar, 2011;
Campos i sar, 2013; Fumian i sar, 2013; Hassine-Zaafrane i sar, 2014; Victoria i sar, 2014;
Kaas i sar, 2015). Rezultati istraZivanja u Japanu su pokazali da su NoV Gl i Gll detektovani
tokom cele godine, ali i da postoji konstantno smanjenje detektabilnosti virusa u vodi
nakon tretmana preciséavanja (Katayama i sar, 2008).

Rezultati u ovoj disertaciji su pokazali da je NoV Gll detektovan u svim sezonama
uzorkovanja sa prevalencom od 33,3% do 100,0%, dok je NoV Gl je detektovan u sezonama
jesen/zima 2013. i prolec¢e 2014. godine sa prevalencom od 33,3% u oba uzorkovanja, ¢ime
je i utvrdeno je da je genotip Il ¢eSce detektovan u odnosu na NoV Gl u uzorcima
kanalizacionih voda. Rezultati detekcije NoV Gl i Gll dobijeni u ovoj disertaciji indirektno su
potvrdili da je norovirus cirkulisao u populaciji ljudi u periodu od oktobra 2012. do juna
2014. godine na podrudju sa kog je vrseno uzorkovanje. Ovi rezultati su u korelaciji sa
dostupnim podacima Instituta za javno zdravlje Vojvodine u kojima se navode registrovane
epidemije norovirusa na podruéju Vojvodine i broj potvrdenih slucajeva detekcije

norovirusa kod pacijenata (llic i Markovi¢, 2013; llic, 2014; llic, 2015; Relic i sar, 2015).
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Neadekvatna dezinfekcija i precis¢avanje otpadnih voda su najcesci razlog za epidemije do
koje Cesto dolazi usled kontaminacije podzemnih voda. Pored toga $to su rezultati u ovoj
disertaciji ukazali na vaznost redovnog monitoringa kanalizacionih voda pre i nakon
preciséavanja, jedan od primera je u Finskoj, gde postoji vise od 1.300 postrojenja za
preciséavanje otpadnih voda. Mnogi od ovih predistaca koriste povrsinske vode (jezera i
reke) kao recipijente. U periodu od 5 godina prijavljena je 41 epidemija izazvana vodom za
pi¢e. Na prisustvo virusa je ispitano 28 (61,0%) epidemija. U tom istrazivanju NoV Gl je
detektovan u 86,9% uzoraka a NoV Gll u 13,1% (Maunula i sar, 2005).

Rezultati istraZivanja u ovoj disertaciji ukazuju na potrebu redovnog monitoringa
nepreciscenih i precis¢enih otpadnih voda pre njenog ispustanja u povrsinske vode, kao i za
procenu efikasnosti tretmana za preciS¢avanje otpadnih voda. Takode, rezultatima je
potvrdeno da postoji potreba za ulaganjem u postrojenja za tretman otpadnih voda kako bi
se smanjila cirkulacija virusa u populaciji ljudi, narocito ako se kanalizaciona voda uliva

direktno u povrsinske vode koje se koriste u rekreativne svrhe i kao izvor vode za piée.

6.2.3 Tipizacija i filogenetska analiza detektovanih NoV

Norovirus (NoV) pripada porodici Caliciviridae i podeljen je na pet genogroupa (Gl, GllI, GllI,
GIV i GV). Humani norovirusi pripadaju GI, Gll i GIV genogrupama, dok Glll i GV
genogrupama pripadaju norovirusi goveda i murine norovirus (MnoV) (Stals i sar, 2012).
Sekvencirani deo genoma NoV Gl utvrden u istrazivanjima ove doktorske disertacije potice
iz uzorka gradske kanalizacije u gradu OdzZaci, a NoV Gll poti¢e iz uzorka reke Save u
Sremskoj Mitrovici, nizvodno od izliva kanalizacije. Pripadnost sekvenci iz Srbije
genogrupama | i Il je potvrdena poredenjem sekvenci sa referentnim izolatima za Gl i GlI.
Takode, sekvence NoV Gl i Gll su uporedene sa jos 18 sekvenci NoV iz GenBank i dobijen je
visok procenat sli¢nosti sa odgovarajuéim genotipovima (97,0-99,0%). Na osnovu geneticke
sliénosti, moZe se pretpostaviti da virusi detektovani u ovom radu imaju znacajan
epidemijski potencijal.

Dominantan genotip, najceséi uzrok epidemija i sporadi¢nih slué¢ajeva je genotip 4
genogrupe |l NoV. Norovirusi su genetski veoma raznovrsni i ¢esto dolazi do rekombinacija
izmedu genotipova. Sekvenca detektovanog NoV Gll iz Srbije je bila veoma sli¢na sojevima

norovirusa koji su poreklom iz uzoraka stolice dece izolovanih u Juznoafrickoj Republici
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(Mans i sar, 2016). Takode, sekvenca je pokazala 99% sli¢nosti sa izolatima iz Etiopije
izolovanih iz uzoraka stolice ljudi (Sisay i sar, 2014), izolatima iz Italije tokom epidemije u
Bresi (Pavoni i sar, 2014), sojevima iz Japana (Sato i sar, 2016) i BangladeSa (Das i sar,
2015). Velika sliénost NoV iz ovog istrazivanja sa izolatima iz drugih udaljenih zemalja
ukazuje na to da su norovirusi veoma rasprostranjeni. Razlog moze biti u visokoj
kontagioznosti norovirusne infekcije. Norovirus se brzo prenosi u humanoj populaciji, a sa
vremena na vreme se pojave mutacije koje dovode do pojave novih genetskih varijanti koje

tada ponovo za kratko vreme prenose u populacilju ljudi.

6.3 Prisustvo i rasirenost PAdV u povrsinskim i kanalizacionim vodama

6.3.1 Prevalenca PAdV u povrsinskim vodama

Adenovirusi svinja se mogu uspedno koristiti kao jedan od marker virusa za pradenje
fekalne kontaminacije Zivotne sredine poreklom od Zivotinja (Hundesa i sar, 2009). U ovom
istrazivanju PAdV je detektovan u 11.1% (11/99) uzoraka na 30,0% (9/30) lokaliteta. Na 4
lokaliteta reke Dunav u kojima je utvrdeno prisustvo ovog virusa postoji izliv gradske
kanalizacije i pretpostavlja se da je u tom slucaju u gradskoj kanalizaciji prisutna i otpadna
voda iz klanica Zivotinja. Ovi rezultati su ukazali na neophodnost pracenja prisustva ovog
virusa, jer je pronaden na lokalitetu gradske plaze. Nalaz PAdV na ovom lokalitetu je ukazao
da je najverovatnije doslo do ulivanja otpadnih voda iz klanica u gradsku kanalizacionu
mrezu, ili je doSlo do ispustanja otpadnih voda sa farmi u Dunav, uzvodno od grada Novog
Sada. Isti sluéaj je i sa otpadnim vodama na lokalitetima DTD kanala u OdZacima, Kikindi,
rekama Krivaja i Begej. Veéina klanica u Vojvodini ne poseduje sisteme za precisS¢avanje
otpadnih klani¢nih voda i sve otpadne vode dospevaju u kanalizacione sisteme ili se izlivaju
direktno u recipijent. Ovo vaiZi i za otpadnu vodu sa farmi Zivotinja u Srbiji. Na lokalitetu
reke Sava na gradskoj plazi, takode je detektovan PAdV i pretpostavlja se da je postojala
fekalna kontaminacija iz sela koja se nalaze uzvodno od Sremske Mitrovice i u kojima je
nesto intezivnije uzgajanje svinja u odnosu na druga mesta u Vojvodini. Adenovirus svinja
nije detektovan na 21/30 (70,0%) lokaliteta povrsinskih voda. Ovi rezultati pretstavljaju

prvu detekciju PAdV u Srbiji, jer ne postoje dostupni literaturni podaci o ispitivaju prisustva
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ovog virusa u povrsinskim vodama u Srbiji. Takode, ovi rezultati ukazuju na neophodnost
monitoringa povrsinskih voda kao i sistema za preciS¢avanje otpadnih voda iz klani¢nih
industrija i sa farmi Zivotinja. Istovremeno, dobijeni rezultati ispitivanja govore u prilog
literaturnim navodima da se PAdV moZe uspeSno koristiti za pracenje fekalne
kontaminacije Zivotne sredine poreklom od svinja.

Rezultati su pokazali da se koris¢ene metode koncentrovanja PAdV u uzorcima vode i
molekularne metode detekcije ovog virusa, mogu uspesno koristiti za utvrdivanje prisustva
ovog virusa u povrsinskim vodama. Ovi rezultati su u skladu su sa rezultatima mnogih
studija sprovedenih od strane drugih autora. Prisustvo PAdV u povrSinskim vodama je
potvrdeno u Madarskoj, Grekoj, Poljskoj, Spaniji, Brazilu (Hundesa i sar, 2009; Kokkinos i
sar, 2012; Kern, 2014; Dalla Vecchia i sar, 2015). Interesantno je spomenuti da su rezultati
detekcije PAdV nested PCR testom u ovoj disertaciji potvrdili uspesSnost qPCR testa jer su i
ovim metodama detektovani, a samim tim i potvrdeni neki od pozitivnih uzoraka, od kojih
je potom jedan uzorak sekvenciran i tipiziran. Pozitivni uzorci na prisustvo PAdV su imali
veoma visoke Ct vrednosti, ukazujuci time na veoma mali broj virusnih Cestica u uzorcima,
pa s obzirom da su konvencionalne PCR metode inaCe manje osetljive od koris¢enih qPCR
metoda, mozZe se pretpostaviti da je to bio razlog Sto nisu potvrdeni svi pozitivni nalazi iz
gPCR testa. U rezultatima vizuelizacije na gelu u obe reakcije (PCR i nested PCR) se moglo
uoditi vise nespecificnih produkata, koji ukazuju na potrebu dalje optimizacije reakcija i koje
bi trebalo da budu tema u buduéim sli¢nim istraZivanjima.

U ovom istrazivanju PAdV je detektovan u svim sezonama uzorkovanja. Tokom zime 2012.
godine PAdV je detektovan u 22.2% uzoraka. U sezoni leto 2013. godine PAdV je
detektovan u 13.3% uzoraka povrsinske vode. U periodu uzorkovanja jesen/zima 2013.
godine PAdV je detektovan u 3.3%, a na proleée 2014. godine u 13.3% uzoraka povrsinskih
voda. Rezultati ukazuju na neophodnost praéenja kontaminacije povrsSinskih voda jer su
PAdV prisutni u povrsinskim vodama u svim sezonama tokom godine. Sli¢na istrazivanja su
objavili Hundesa i sar. (2006) gde je PAdV imao visoku stopu detekcije tokom cele godine, u
uzorcima recne vode, nizvodno od izliva otpadnih voda sa farmi. Ovo je potvrdilo hipotezu
o veoma Cestom izludivanju virusa u Zivotnu sredinu i otpornost na prirodne procese
inaktivacije. Rusinol i sar. (2014) su takode pokazali da je u reci Glafkos metodom real-time
PCR utvrdeno prisustvo PAdV tokom cele godine. Fekalna kontaminacija povrsinskih voda

poreklom od svinja je detektovana tokom zime (1/24 uzorka), leta (5/48 uzoraka) i tokom
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jeseni (1/42 uzorka). U uzorcima iz reke Tise prevalenca tokom zime se kretala izmedu 55 i
90%, a tokom proleca, leta i jeseni je iznosila 100% (Rusinol i sar, 2014). Jedan od mogucih
razloga zasto je utvrdena niska prevalenca PAdV u analiziranim povrsSinskim vodama, u
ovom istraZzivanju, je zato Sto je intenzitet uzgajanja domacih Zivotinja u Srbiji je veoma
oslabio u poslednjih nekoliko godina, usled ekonomske krize. Mnogo velikih farmi svinja je
sada zatvoreno ili su ograni¢ene na uzgoj malog broja Zivotinja. Zbog ovakve situacije,
postoji veoma mala proizvodnja stajskog dubriva i otpadnih voda sa farmi i samim tim je
nesto nizi nivo kontaminacije Zivotne sredine ovim virusima.

Od 6 uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, kao i u parkovima prirode Stara
Tisa i Jegricka, i SRP Obedska bara nije detektovan PAdV. Ovi rezultati su ocekivani jer u
blizini lokaliteta nije potvrdeno prisustvo farmi i izlivanja otpadnih voda u povrsinske vode.
Moze se pretpostaviti da PAdV u populaciji divljih svinja ili ne cirkuliSu ili je prevalenca

PAdV verovatno niska.

6.3.2 Prevalenca PAdV u kanalizacionim vodama

Stajnjak se veoma Cesto koristi kao dubrivo za poljoprivredno zemljiste. Enteri¢ni virusi su
veoma stabilni u fekalijama i urinu. Nakon disperzije virusa u Zivotnu sredinu, stopa
inaktivacije varira u zavisnosti od vrste virusa. Svakako, inaktivacija je brza u te€nom nego u
¢vrstom stajnjaku. Entericni virusi prisutni u stajnjaku mogu dugo preZivljavati na
temperaturi od -5°C, narocito u odsustvu UV zracenja (Rodriguez-Lazaro i sar, 2012).

Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacije niti u jednom nije detektovan PAdV.
Takode, PAdV nije detektovan u Subotici i Somboru nakon tretrmana precis¢avanja, ali je
detektovan u OdZacima u DTD kanalu. MoZe se pretpostaviti da je u OdZacima doslo do
difuzne kontaminacije DTD kanala iz drugih izvora a ne iz gradske kanalizacije. Svakako da
je u Odzacima proizvodnja svinja veéa u odnosu na vece gradove Suboticu i Sombor, pa su
ovakvi rezultati ocekivani. | drugi autori su potvrdili da se prisustvo PAdV ne ocekuje u
urbanim sredinama gde nema poljoprivrednih aktivnosti, a pojavljuje se u uzorcima
otpadnih voda iz klanica i u recnim vodama koje se nalaze u blizini farmi (Hundesa i sar,
2006; Hundesa i sar, 2010; Bofill-Mas i sar, 2013; Rusinol i sar, 2014).

Adenovirus svinja je prvi put izolovan 1964. godine iz razli¢itih organa svinje sa simptomima

dijareje. Nakon toga PAdV je identifikovan i kod svinja koje nisu ispoljavale simptome
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(Sanford i Hoover, 1983), kao i kod svinja sa simptomima oboljenja centralnog nervnog
sistema, respiratornog trakta, pobacaja i slicno (Nietfeld i Leslie-Steen, 1993). Od kada je
prvi put izolovan PAdV kod svinja, nisu postojali podaci o patogenosti ovog virusa sve dok
Shadduck i saradnici (1967) nisu objavili izolaciju ovog virusa iz mozga svinja i ukazali na
patogenost PAdV. Do sada nisu publikovani podaci o ispitivanju PAdV kod svinja u Srbiji, ali
su ova istrazivanja radena u drugim evropskim zemljama (Maluguer de Motes i sar, 2004;

Hundesa i sar, 2006).

6.3.3 Tipizacija i filogenetska analiza detektovanih PAdV

Postoji pet serotipova PAdV: serotip 1-3 (PAdV 1-3) koji pripada PAdV tipu A, serotip 4
(PAdV-4) pripada PAdV tipu B i serotipa 5 (PAdV-5) pripada adenovirusu svinja tip C
(Hammond i Johnson 2005). Sekvencirani deo genoma PAdV 5 iz ovog rada potice iz reke
Dunav, sa plaze Oficirac. Molekularnom tipizacijom i filogenetskom analizom sekvence
PAdV iz ove disertacije potvrdeno je da pripada tipu 5. Sekvenca je bila potpuno identi¢na
sa izolatom PAdV 5 koji je detektovan u reénoj vodi u Spaniji (Hundesa i sar, 2006), i
filogenetski najsli¢nija sa izolatima objavljenim od strane istih autora, a koje poticu iz reka i
otpadnih voda iz domacinstva u Spaniji, kao i sa kompletnim genomom adenovirusa svinja
tip 5 iz Madarske. Nagy i sar. (2001) su potvrdili filogenetskom analizom da je PAdV-5 blize
povezan sa odredenim govedim adenovirusima nego sa drugim adenovirusima svinja. Kako
bi se dodatno potvrdila pripadnost genotipu 5, sekvenca detektovanog PAdV je uporedena
i sa izolatima drugih tipova. Rezultati istraZzivanja Pauly i sar. (2015) su pokazali da
preklapanje stanista ljudi, stoke i divljih Zivotinja moZe da uti¢u na prenoSenje patogena i
olaksa unakrsno prenoSenje patogena, koji su ekoloski veoma stabilni, narocito
adenovirusi. Takode, ovo istrazivanje je ukazalo na vainost istrazivanja obrnutog
zoonotskog prenosenja virusa.

U ovoj disertaciji je prvi put potvrdeno prisustvo PAdV u povrsSinskim vodama u Srbiji, a
drugi put u Evropi potvrden slucaj detektovane sekvence genoma PAdV tip 5 u povrsinskoj

vodi.
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6.4 Prisustvo i rasirenost BPyV u povrsinskim i kanalizacionim vodama

6.4.1 Prevalenca BPyV u povrsinskim vodama

Za pracenje izvora fekalne kontaminacije poreklom od Zivotinja, prvenstveno od goveda, u
Zivotnoj sredini BPyV se takode moze koristiti kao marker virus (Hundesa i sar, 2006; Bofill-
Mas i sar, 2013). U ovom istraZivanju BPyV je detektovan u 7.1% uzoraka povrsinskih voda.
Tokom zime 2012. godine BPyV nije detektovan niti u jednom od uzoraka reke Dunav na tri
lokacije u Novom Sadu. U sezoni leto 2013. godine BPyV je detektovan u uzorku reke
Krivaje i uzorku reke Save sa plaze u Sremskoj Mitrovici. U periodu uzorkovanja jesen/zima
2013. godine utvrdeno je prisustvo BPyV u oba uzorka reke Dunav sa plaze Strand. Na
prole¢e 2014. godine BPyV je detektovan u 3 uzorka reke Dunav u Novom Sadu (plaza
Oficirac, reka Dunav nizvodno od izliva kanalizacije GC-1 i GC-2). Ovi rezultati ukazuju na
neophodnost monitoringa povrsinskih voda na prisustvo ovog virusa. Poliomavirus goveda
je detektovan u svim sezonama tokom godinu dana ispitivanja. Takode, u uzorcima voda sa
plaza do kontaminacije ovim virusima je najverovatnije doSlo usled izlivanja fekalija
poreklom od Zivotinja, uzvodno od mesta uzorkovanja. Uzvodno od plaze reke Save nalaze
se sela u kojima je intenzivan uzgoj goveda. Takode, u Novom Sadu uzvodno od plaze
Strand su sela u kojima su uzgoj goveda u malim farmama i ispasa intezivirane uz obalu
Dunava. Prisustvo ovog virusa u uzorcima reke Dunav u Novom Sadu nizvodno od izliva
gradske kanalizacije ukazuje da je do fekalne kontaminacije poreklom od goveda
najverovatnije doslo i izlivanjem otpadnih voda sa farmi u sisteme gradske kanalizacije.
Sli¢na istraZivanja su objavili Hundesa i sar. (2006) gde je BPyV imao visoku stopu detekcije
tokom cele godine, u uzorcima rec¢ne vode, nizvodno od izliva otpadnih voda sa farmi, sto je
potvrdilo hipotezu o veoma cestom izluéivanju virusa u Zivotnu sredinu i otpornost na
prirodne procese inaktivacije. Poliomavirus goveda u ovom radu nije detektovan na 23/30
lokaliteta povrsinskih voda i 2/3 lokaliteta gradske kanalizacije.

Primenjene metode koncentrovanja BPyV i molekularne metode detekcije ovog virusa,
mogu uspesno koristiti za utvrdivanje prisustva ovog virusa u povrsinskim vodama. Takode,
ovi rezultati su u skladu su sa rezultatima mnogih drugih studija sprovedenih Sirom sveta.
Interesantno je primetiti da su rezultati detekcije BPyV nested PCR testom u ovoj disertaciji

potvrdili uspeSnost qPCR testa jer su i ovim metodama detektovani, a samim tim i
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potvrdeni neki od pozitivnih uzoraka, od kojih je potom jedan uzorak sekvenciran i tipiziran.
Kao i kod PAdV, pozitivni uzorci na prisustvo BPyV su imali veoma visoke Ct vrednosti, pa su
najverovatnije mali broj virusnih ¢estica u uzorcima i manja osetljivost PCR metode razlozi
S$to nisu potvrdeni svi pozitivni nalazi iz qPCR testa. U rezultatima vizuelizacije na gelu u obe
reakcije (PCR i nested PCR) se moglo uociti visSe nespecificnih produkata, koji ukazuju na
potrebu dalje optimizacije reakcija i koje bi trebalo da budu tema u buduc¢im sli¢cnim
istrazivanjima.

Za sada ne postoje dostupni podaci o prisustvu BPyV u Srbiji, bilo u povrsinskim vodama,
kanalizaciji, otpadnim vodama, pa ni kod goveda. Do sada postoje samo podaci da je u
Grckoj, Poljskoj i Srbiji tokom 2009. i 2010. godine metodom real-time PCR testirano
prisustvo BPyV u vodi koja se koristi za navodnjavanje zelene salate. U 5,1% uzoraka je
detektovan virus. Takode u ovom sluéaju je ispitana i salata koja se navodnjavala ovom
vodom i dubrivo za zemljiSte na kom se uzgaja salata. Poliomavirus goveda nije detektovan
u ovim uzorcima (Kokkinos i sar, 2012). U sliénom istraZzivanju, istom metodom, u vodi za
navodnjavanje malina utvrdeno je prisustvo BPyV u 1/89 (1,1%) uzoraka. Ovo istrazZivanje je
demonstriralo potencijal virusa da ude u lanac ishrane putem kontaminirane hrane, u
ovom slucaju bobicastog voca i vode koja se koristi u procesu proizvodnje voc¢a (Maunula i
sar, 2013). Rezultati prisustva ovog virusa u povrsinskim vodama u svetu objavljeni su u
nekoliko studija. Poliomavirus goveda je detektovan u povriinskim vodama u Spaniji i
Madarskoj metodom real-time PCR. U Spaniji je BPyV detektovan u 95% (20/21) uzoraka, a
u Madarskoj u 78,29% (101/129) sto je dokazalo da je BPyV koristan indikator za pracenje
fekalne kontaminacije (Hundesa i sar, 2006; Hundesa i sar, 2010; Kern, 2014). Nasi rezultati
ukazuju da su povrsinske vode u Srbiji kontaminirane u manjem stepenu ovim virusom u
odnosu na ove studije.

U veoma obimnom istrazivanju Rusinol i sar. (2014), ispitano je real-time PCR metodom
ukupno ukupno 792 uzorka sa pet razli¢itih lokaliteta: Llobregat reka u Spaniji, Glafkos reka
u Gre¢koj, Umealven reka u Svedskoj, Tisa u Madarskoj i reka Negro u Brazilu. Voda iz svih
ovih reka je uzorkovana u blizini gradova gde su reke pod uticajem otpadnih voda i BPyV je
detektovan tokom cele godine i obe sezone uzorkovanja. U ovoj disertaciji prisustvo BPyV u
povrsinskim i otpadnim vodama Vojvodine je takode utvrdeno tokom cele godine.

Od 6 uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, kao i u parkovima prirode Stara

Tisa i Jegricka, i SRP Obedska bara nije detektovan BPyV. Ovi rezultati su ocekivani jer u
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blizini lokaliteta ne postoji farma goveda, niti se otpadne vode izlivaju u ove povrsSinske

vode.

6.4.2 Prevalenca BPyV u kanalizacionim vodama

Od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacije BPyV je detektovan u jednom uzorku
gradske kanalizacije u Somboru. Ostali uzorci gradske kanalizacije, kao i efluenti nakon
precistaca u Subotici i Somboru, su bili negativni na prisustvo ovog virusa. U uzorcima
gradske kanalizacije se svakako ne ocekuje prisustvo BPyV, s obzirom da je virus specifican
za goveda kao domacine. Detekcija virusa u jednom uzorku, je najverovatnije posledica
ulivanja otpadnih voda iz klanice u kanalizacionu mreZu u Somboru. U literaturi se mogu
pronaci razli¢iti podaci vezani za prisustvo ovog virusa u kanalizacionim i otpadnim vodama.
U Spaniji je testirano 9 uzoraka gradske kanalizacije na prisustvo BPyV. Poliomavirus
goveda nije utvrden niti u jednom od ispitanih uzoraka (Hundesa i sar, 2006), Sto je u
skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu. U nekim istraZivanjima u svetu prisustvo
BPyV je utvrdeno u uzorcima kanalizacije koje su bile optereéene otpadnim vodama sa
farmi. Tako u Madarskoj, u blizini grada Szolnok, BPyV je detektovan u uzorcima vode iz
reke Tise nizvodno od 20 farmi goveda koje se nlaze u blizini reke. Sve farme i klanice svoje
otpadne vode tretiraju u gradskom precistacu otpadnih voda. Za ovu reku su
karakteristi¢ne sezonske poplave $to moZe predstavljati rizik kako za stanovnistvo tako i za
Zivotinje (Rusinol i sar, 2014).

Kao Sto je slucaj sa farmama svinja, tako je i veliki broj farmi goveda u Vojvodini zatvoren i
proivodnja se svodi samo na nekoliko velikih farmi. Dominira gajenje manjeg broja goveda
u pojedina¢nim domadinstvima, pa se mozZe smatrati da je kontaminacija Zivotne sredine
otpadom sa farmi goveda trenutno mala. Do sada nisu pronadeni dostupni podaci za
ispitivanje BPyV u fecesu ili serumu goveda u Srbiji, ali su u svetu su radena takva
ispitivanja. U Micigenu je od 18 uzoraka fecesa krava utvrdeno prisustvo BPyV u 5,6%
(Wong i Xagoraraki, 2011). Parry i Gardner (1986) su ispitivali prisustvo BPyV kod goveda i
ljudi. Kod 62,0% goveda je utvrdena seropozitivnost. Takode, seropozitivno je bilo 71,0%
veterinarskih hirurga, 50,0% odgajivaca goveda, 40,0% radnika u klanicama, 16,0%
tehnickog osoblja u Veterinarskom zavodu i 10,0% studenata veterinarske medicine.

Poliomavirus goveda je Cest kontaminant govedeg seruma na Novom Zelandu. Ucestalost
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BPyV kod odraslih goveda u serumu je znatno niZa nego u fetalnom i telecem serumu.
Prisustvo BPyV je utvrdeno u 46 (70,0%) serija fetalnog govedeg seruma, 11 (32,0%) serija
seruma teladi i dve (5,0%) serije ABS/plazme, sa ukupnom prevalencom od 42,0%. Nijedan
od 112 seruma odraslih goveda nije dao pozitivhu reakciju (Wang i sar, 2005). Upotreba
fetalnog teleéeg ili govedeg seruma je veoma rasprostranjena u bioloskim, medicinskim i
veterinarskim laboratorijama. Komercijalne serije govedeg seruma obi¢no podrazumevaju
zbirne uzorke seruma prikupljene od vise od 100 Zivotinja. Ukoliko je BPyV prisutan u
serumu, postoji ozbiljan rizik od kontaminacije kultura ¢elija koje se koriste za istrazivanje,
u dijagnosticke ili proizvodne svrhe. Uzorci 16 serija fetalnog teleceg seruma, tri serije
seruma tek rodenog teleta, jedna serija seruma odraslih goveda i jedna serija fetalnog
konjskog seruma od 9 razli¢itih komercijalnih dobavljaca su ispitani na prisustvo BPyV. U 14
od 20 serija, kod 8/9 dobavljaca, je detektovan BPyV (Schuurman i sar, 1991). Rezultati u
ovoj disertaciji su indirektno potvrdili da BPyV cirkuliSe u populaciji goveda i da je veoma
bitno redovno pracenje i izveStavanje o stanju kontaminacije voda. S obzirom da je BPyV u
ovom radu detektovan u povrsinskim vodama koje se koriste u rekreativne svrhe, takode je
ukazano da je redovan nadzor kontaminacije povrsinskih voda veoma bitan zbog pracenja

markera fekalne kontaminacije kako humanog, tako i animalnog porekla.

6.4.3 Tipizacija i filogenetska analiza detektovanih BPyV

Poliomavirusi su DNK virusi koji mogu inficirati razliite vrste kicmenjaka, ukljucujuci
glodare, ptice, zeceve, goveda i ljude. Familija Polyomaviridae obuhvata jedan rod
Polyomavirus sa 13 vrsta (Hundesa i sar, 2006).

Sekvencirani deo genoma BPyV iz ovog rada potice iz reke Dunav, sa plaze Strand u Novom
Sadu. Ovo je prvi slu¢aj potvrde prisustva BPyV u povrsSinskim vodama u Srbiji.
Molekularnom tipizacijom i filogenetskom analizom je potvrdeno da izolat iz ovog rada
pripada tipu 1. Sekvenca je pokazala 95-98% sliCnosti sa referentnim izolatom BPyV, kao i
sa drugim prijavljenim izolatima u Evropi koji poti€u iz otpadnih voda iz klanica i rec¢nih
voda. Referentni izolat koriséen u filogenetskom stablu je genom BPyV tip 1 izolovan prvi
put iz kulture delija bubrega majmuna (Schuurman i sar, 1990, 1992). Sekvenca
detektovanog virusa iz Srbije je pokazala 98% sli¢nosti sa 6 izolata iz Spanije, koji poticu iz

uzoraka otpadnih voda iz klanica i reka, autora Hundesa i sar. (2006). Takode, BPyV iz ove
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disertacije je pokazao 98% slicnosti sa BPyV izolatom BEL1 - BPyV tip 1 koji je izolovan iz
slezine goveda u Belgiji 2014. godine (Van Borm i sar, 2016). Takode, sekvenca dela
genoma BPyV u 97% je slicna sa izolatom BPyV soj 1S5 iz SAD, koji je izolovan iz mlevenog
mesa (Peretti i sar, 2015), kao i sa BPyV tipom 1 izolovanim iz limfnih ¢vorova krave sa
farme u Kataloniji (Ben Salem i sar, 2016). Pripadnost izolata BPyV genotipu 1 je dodatno

potvrdena rezultatima filogenetske analize.

6.5 Prisustvo i rasirenost HEV u povrsinskim i kanalizacionim vodama

6.5.1 Prevalenca HEV u povrSinskim vodama

Hepatitis E virusi se prenose fekalno-oralnim putem, naj¢esée putem zagadene vode i sa
jedne osobe na drugu (Cook i Rzezutka, 2006.). Ovaj virus je ¢eSc¢e detektovan u zemljama u
razvoju, gde je slabo razvijena kanalizaciona mreza ili uopsSte ne postoji. Autohtoni sojevi
HEV su prijavljeni i u nekim visoko razvijenim zemljama u gradskoj kanalizaciji (Pina i sar,
2000).

Rezultati u ovoj disertaciji predstavljaju prve nalaze HEV u povrsinskim i kanalizacionim
vodama u Srbiji. Hepatitis E virus je detektovan u 3,0% uzoraka povrsinskih voda. Lokaliteti
na kojima je utvrdeno prisustvo ovog virusa nalaze se nizvodno od izliva kanalizacije. U
pitanju su lokaliteti: plaza Oficirac u Novom Sadu, reka Sava u Sremskoj Mitrovici i KCIII
kanal u Vrbasu. S obzirom da se zajedno sa gradskom kanalizacijom u povrsinske vode
izlivaju i otpadne vode iz klanica, i kako je HEV veoma rasprostranjen u populaciji svinja u
Srbiji (Lupulovic i sar, 2010; Petrovic i sar, 2014b), izvor prisustva HEV u povrSinskim
vodama moze biti ljudskog i/ili Zivotinjskog porekla. U ovoj disertaciji HEV je detektovan u
niskom procentu. Tokom zime 2012. godine HEV je detektovan u jednom od uzoraka reke
Dunav na tri lokacije u Novom Sadu (11,1%). U sezoni leto 2013. godine HEV je detektovan
u 6,7% testiranih povrsinskih voda. U periodu uzorkovanja jesen/zima 2013. godine HEV
nije detektovan niti u jednom od uzoraka povrsinske vode. Takode, u toku pole¢a 2014.
godine HEV nije detektovan. Bez obzira na nizak procenat detekcije virusa u ovoj disertaciji,
rezultati su ukazali da virus ipak cirkuliSe u Zivotnoj sredini i da postoji rizik za zdravlje ljudi i

Zivotinja. Takode, rezultati su pokazali da se metode koncentrovanja HEV u uzorcima vode i
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molekularne metode detekcije ovog virusa, mogu uspesno koristiti za utvrdivanje njegovog
prisustva u povrsinskim vodama. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima mnogih drugih
studija sprovedenih Sirom sveta. U Sloveniji, od 60 testiranih uzoraka povrsinskih voda
metodom nested RT-PCR, u dva uzorka je detektovan HEV. Jedan od pozitivnih uzoraka
potice iz reke koja se nalazi nizvodno od postrojenja za preciséavanje otpadnih
kanalizacionih voda sa farme (Steyer i sar, 2011). Interesantno je primetiti da je u
ispitivanim uzorcima voda RT-qPCR testom HEV detektovan u malom procentu, ali su
rezultati detekcije HEV nested PCR testom u ovoj disertaciji potvrdili uspesnost gqPCR testa
jer su i ovim metodama detektovani, a samim tim i potvrdeni neki od pozitivnih uzoraka, od
kojih je potom po jedan uzorak u ORF1 i ORF2 delu genoma sekvenciran i tipiziran. U
rezultatima vizuelizacije na gelu se moglo uociti viSe nespecifi¢nih produkata, koji ukazuju
na potrebu dalje optimizacije reakcija i koje bi trebalo da budu tema u buduéim slicnim
istrazivanjima.

Hepatitis E virus je detektovan u povrsinskim vodama i u drugim studijama (Kitajima i sar,
2009; Rutjes i sar, 2009; Li i sar, 2014). Ono $to je zajednicko za sve studije, ukljucujudi i
rezultate dobijene u ovom radu je nemoguénost utvrdivanja izvora kontaminacije
povrsinskih voda, s obzirom da HEV inficira i ljude i Zivotinje.

Hepatitis E virus je detektovan u povrsinskim vodama koje se koriste u rekreativne svrhe. U
ovom radu je HEV detektovan u uzorku vode sa plaze Oficirac u Novom Sadu. S obzirom da
je hepatitis E zoonotski virus, ovaj nalaz ukazuje na neophodnost redovnog pracenja i
izvestavanja o stanju kontaminacije povrsinskih voda koje se koriste u rekreativne svrhe.
Takode, nalaz i ovog virusa ukazuje na neophodnost izgradnje postrojenja za precis¢avanje
otpadnih voda, narocito u velikim gradovima kao sto je i Novi Sad, u kojem se sva gradska
kanalizacija izliva u Dunav. Nalaz ovog virusa je od velikog znacaja, s obzirom da je u
nekoliko studija potvrdeno da povrsSinske vode mogu biti izvor infekcije. Tako je potvrdeno
nekoliko sluc¢ajeva infekcije HEV-om nakon kupanja u reci Gang u Indiji nakon konzumirnja
povrsinske vode (Pond, 2005). U prilog ¢injenici da je izgradnja postrojenja za precis¢avanje
vode od velikog znacaja idu i rezultati dobijeni u Italiji: 16.7% uzoraka gradske kanalizacije
je bilo pozitivno na HEV pre tretmana, a nakon precis¢avanja HEV nije detektovan ni u
jednom uzorku (Idolo i sar, 2013). Infekcije HEV su u vezi sa loSim sanitarnim uslovima,
kako u nerazvijenim zemljama, tako i u zemljama u razvoju. U gradu Faisalabad u Pakistanu

kanalizacija iz domadinstava tece kroz naselje u otvorenim kanalima za vodu. Cevi za
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vodosnabdevanje su veoma blizu ovih kanala i uvek postoji moguénost poprecne
kontaminacije (Ahmad i sar, 2015). U Srbiji ima veoma malo postrojenja za precis¢avanje
otpadnih voda, i one se najéeSce nepreciscene izlivaju u reke i jezera, Sto predstavlja
potencijalni rizik za zdravlje ljudi i Zivotinja.

Epidemije hepatitisa E Cesto pokazuju sezonski karakter. Na osnovu ograni¢enog broja
pozitivnih uzoraka u ovom istraZzivanju nije moguce zakljuciti da |i to vaZzi i za nase
podneblje. Naime, u istrazivanju koje je sprovedeno HEV je detektovan u jednom uzorku
tokom zime i dva uzorka tokom leta. Epidemije hepatitisa E Cesto pokazuju sezonski
karakter. Ipak, rezultati drugih autora ukazuju na jasan sezonski karakter epidemija ovim
virusom i detekcije HEV u povrsinskim i otpadnim vodama. U Nepalu hepatitis E virus se
najcesce pojavljuje u toku leta (Kamar i sar, 2014). Analiziranjem 12 studija o sezonskoj
varijabilnosti hepatitisa E virusa utvrdeno je da je u veéini zemalja HEV bio prisutan tokom
proleca i leta. U 2 od 12 istraZivanja HEV je bio prisutan tokom zime (Fares, 2015). Takode,
sezonska varijacija hepatitis E virusa je potvrdena je i u Severozapadnoj Engleskoj, gde je
HEV bio prisutan naj¢esc¢e tokom proleéa i leta (Dalton i sar, 2008). Na osnovu navedenih
studija jasno je da je neophodno uspostaviti monitoring HEV u toku sva Cetiri godiSnja doba
i u duzem vremenskom periodu, kako bi se utvrdilo u kojim godis$njim dobima se infekcije
javljaju na podrucju Vojvodine.

Od 6 uzoraka reke Dunav u lovistima Plavna i Karadordevo, kao i u parkovima prirode Stara
Tisa i Jegricka, i SRP Obedska bara nije detektovan hepatitis E virus. Ovi rezultati su
ocekivani, jer u blizini lokaliteta nije potvrdeno prisustvo farmi, niti izlivanja otpadnih voda
sa farmi ili gradske kanalizacije u povrsinske vode. Rezultati takode ukazuju da povrsinske

vode u ovim loviStima ne predstavljaju izvor infekcije HEV-om za populacije divljih svinja.

6.5.2 Prevalenca HEV u kanalizacionim vodama

Tokom ovog istrazivanja, od ukupno 9 testiranih uzoraka gradske kanalizacije niti u jednom
nije detektovan HEV. Hepatitis E virus nije detektovan na 27/30 lokaliteta povrsinskih voda
i 3/3 lokaliteta gradske kanalizacije. lako je niska prevalenca ovog virusa, ona svakako
ukazuje da HEV cirkuliSe u populaciji ljudi i svinja. Niska prevalenca HEV u ovom istraZivanju
je slicna sa rezultatima u nekim prethodnim istraZivanjima u drugim zemljama

(Kasorndorkbua i sar, 2005; Steyer i sar, 2011; Gentry-Shields i sar, 2015). Razblazivanje
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koncentrovanog uzorka i odgovarajuci protokol za ekstrakciju nukleinskih kiselina trebalo bi
da smanje aktivnost potencijalnih inhibitora PCR. Moguce je i da je brojnost HEV bila mala,
tj. da je stepen kontaminacije HEV bio ispod nivoa detekcije virusa, Sto su primetili i
Kasorndorkbua i sar. (2005). Razlog niske detekcije HEV je najverovatnije posledica niske
prevalence HEV kod ljudi u Srbiji. Ranija istrazivanja su utvrdila da je 15% dobrovoljnih
davalaca krvi seropozitivno na HEV. Svi uzorci krvnih seruma su bili negativni na prisustvo
RNK hepatitis E virusa (Petrovic i sar, 2014a). Ta prevalenca varira, ali je svakako mali broj
ljudi koji izlu€uju HEV da bi se on mogao detektovati u uzorcima kanalizacije (Petrovic i sar,
2014a). Rezultati u ovoj disertaciji su indirektno potvrdili da HEV cirkulise u populaciji ljudi i
u skladu sa pomenutim prethodnim istrazivanjima, jer prevlenca kod ljudi nije toliko visoka
da bi se u ve¢em procentu nego $to je u ovoj disertaciji, detektovala u povrsinskim vodama
i kanalizaciji. Sli¢ni nalazi seroprevalence HEV kod ljudi su zabeleZeni i u zemljama u
okruzenju kao Sto su Madarska, Rumunija i Crna Gora (Reuter i sar, 2009; Terzic i sar, 2009;
Anita i sar, 2014). Kontinuirani monitoring prisustva virusa u Zivotnoj sredini je veoma
bitan. Kao i u Srbiji, u Grckoj nije razvijen sistem ovakvog nadzora. U jednom istraZivanju od
novembra 2007. do jula 2009. godine metodom RT-PCR i nested PCR, ispitano je 48 uzoraka
netretirane gradske kanalizacione vode. Niti u jednom od uzoraka nije detektovan HEV
(Kokkinos i sar, 2011). Takode, u Grckoj u drugom istrazivanju HEV nije detektovan niti u
jednom od 5 uzoraka gradske kanalizacione vode metodom semi-nested PCR i nested PCR
(Clemente-Casares i sar, 2003). Slicne rezultate su dobili i Fauci i sar. (2010), koji su u samo
3 od 43 uzorka kanalizacione vode detektovali HEV. S druge strane, mnoga istrazivanja
Sirom sveta su pokazala da je HEV prisutan u velikom broju uzoraka iz gradske kanalizacije.
Tako je u Spaniji utvrdeno 29 pozitivnih uzoraka od ukuono 91 (Rodriguez Manzano i sar,
2010). Ekstreman primer predstavlja Indija, u kojoj se ovaj virus detektuje u 11-41%
uzoraka, u gradu Vellore, gde se kanalizaciona voda meSa sa podzemnim vodama,
detektuje se ¢ak u 55% uzoraka (Vivek i sar, 2003). Rezultati ukazuju da Vojvodina spada u
grupu zemalja sa niskom stopom detekcije HEV u kanalizacionim vodama, odnosno sa
niskom prevalencom HEV kod ljudi. Redovan monitoring HEV u povrsSinskim vodama je
veoma bitan kako bi se ukazalo na potencijalni rizik za zdravlje ljudi i Zivotinja. Svinje su
glavni rezervoar hepatitis E virusa (Yugo i Meng, 2013). Sa porastom populacije svinja raste
i koli¢ina stajskog dubriva i otpadnih voda (Viancelli, 2012). Zbog ekonomske krize, uzgoj

svinja u Srbiji je znatno smajen, pa se mozZe pretpostaviti da je u ovom slucaju to jedan od
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razloga niskog procenta detekcije hepatitis E virusa u povrsinskim vodama. Medutim, HEV
je prisutan kod svinja u Srbiji. Prva preliminarna ispitivanja HEV kod svinja u Srbiji izvrSena
su 2008. godine (Petrovic i sar, 2008). Virusna RNK utvrdena je u 30,0% pregledanih zbirnih
uzoraka fecesa i 45,0% zbirnih uzoraka tkiva svinja sa farmi i iz seoskih gazdinstva. Kod
divljih svinja RNK HEV nije utvrdena (Petrovic i sar, 2008), ali je kod 34,8% ustanovljeno
prisustvo specificnih antitela protiv virusa hepatitis E (Lupulovic i sar, 2010, 2011). U Srbiji
se veoma Cesto zZive svinje, kao i sveze svinjsko meso uvoze iz okolnih zemalja kao $to su
Hrvatska | Madarska. Prisustvo HEV RNK je potvrdeno kod svinja u Sloveniji, Hrvatskoj,
Madarskoj i Rumuniji (Reuter i sar, 2009; Jemersic i sar, 2010; Steyer i sar, 2011; Anita i sar,
2014). Kontakt i izloZenost zarazenim Zivotinjama dovodi do povecanja rizika za prenosenje

infekcije HEV-om na ljude.

6.5.3 Tipizacija i filogenetska analiza detektovanih HEV

Tretman otpadnih voda i vode za pice je veoma vaZan u sprecCavanju infekcije HEV u
zemljama u razvoju. Postoje cetiri glavna genotipa HEV. Genotip 1 je zastupljen je
prvenstveno u Azijskim zemljama, genotip 2 je izolovan u Meksiku, genotip 3 je
identifikovan kod svinja i ljudi u SAD i mnogim drugim zemljama, a genotip 4 je
identifikovan kod ljudi, svinja i drugih Zivotinja u Aziji (Jothikumar i sar, 2006). Od 2000.
godine genotip 4 HEV je postao dominantan uzrok bolesti i infekcija hepatitisa E virusa u
Kini (Tian i sar, 2015). Genotip 3 hepatitis E virusa u Madarskoj je endemskog karaktera.
Smatra se da su domace svinje glavni rezervoar ovog virusa (Reuter i sar, 2009). Prijavljeni
su i HEV kod pacova, divljih svinja, slepih miSeva, pastrmki i lasica (Kamar i sar, 2014).

Sekvencirani ORF1 deo genoma izolata HEV u ovom radu potiée iz uzorka reke Save u
Sremskoj Mitrovici, nizvodno od izliva kanalizacije. Druga sekvenca HEV, koji je sluzio kao
pozitivna kontrola detekcije virusa, poti¢e od uzorka Zu¢i domadée svinje iz klanice u Novom
Sadu. Pripadnost sekvenci HEV iz Srbije genotipu 3 virusa je potvrdena njihovim
poredenjem sa referentnim izolatom HEV G3 izolovanog iz seruma pacijenta u bolnici u
Tuluzu, Francuska (Legrand-Abeavanel i sar, 2009). Takode, sekvence su uporedene sa
izolatom genotip 3 iz Holandije “NL-Patient 129” (Hogema i sar, 2015). Sekvenca
detektovanog HEV iz vode iz Srbije je pokazala sliénost sa izolatima HEV iz Srbije poreklom

od domacih svinja. To je bila prva detekcija i karakterizacija hepatitis E virusa u Srbiji kod
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svinja (Petrovic i sar, 2010a). Takode, slicnost je bila i sa izolatima poreklom od svinja iz
Madarske, Japana, Nemacke, Juzne Koreje (Mizuo i sar, 2002; Forgach i sar, 2009; Song i
sar, 2010; Nakano i sar, 2013), kao i sa izolatima poreklom od ljudi (Mitsui i sar, 2009;
Takahashi i sar, 2009; Wenzel i sar, 2011).

Sekvencirani deo genoma ORF2 u ovom radu potice od detektovanog HEV iz uzorka reke
Dunav u Novom Sadu, nizvodno od izliva kanalizacije GC-1. Drugi sekvenca HEV, koji je
sluZio kao pozitivna kontrola detekcije virusa, poti¢e od uzorka zZu¢i domade svinje iz klanice
u Novom Sadu. Pripadnost sekvenci ORF2 dela genoma detektovanog HEV iz Srbije
genotipu 3 virusa je potvrdena poredenjem sekvenci sa referentnim izolatom HEV G3
(Legrand-Abeavanel i sar, 2009) i pokazala je sliénost sa izolatima HEV poreklom od ljudi iz
Holandije i Madarske (sojevi HUN-E71 i HUN-E95), kao i sa izolatima poreklom od svinja iz
Koreje (soj abKorea/Farm) i Austrije (soj sw7aAT) (Reuter i sar, 2009; Hosmillo i sar, 2010;
Zwettler i sar, 2010; Riezebos-Brilman i sar, 2013).

Sekvenca HEV poreklom od domace svinje koji je bio kontrola detekcije virusa je pokazao
slicnost sa izolatom HEV iz Hrvatske i Italije, poreklom od domadih svinja (Novosel i sar,
2009; Monini i sar, 2015), kao i izolatima poreklom od divlje svinje i humanog porekla iz
Japana (Yamada i sar, 2009; Sato i sar, 2011).

Pripadnost genotipu 3 za obe sekvence ORF1 i ORF2 delova genoma HEV je dodatno

potvrdena rezultatima filogenetske analize.

6.6 Prisustvo i rasirenost HAV u povrsinskim i kanalizacionim vodama

6.6.1 Prevalenca HAV u povrsinskim vodama

Voda za piée i hrana se smatraju glavnim nacinima prenosa hepatitisa A na ljude. Hepatitis
A virus moze dugo da opstane u vodi, hrani i zemljistu. Ovaj virus mozZe da prezivi i do 60
dana u vodi iz ¢esme, preko 6 nedelja u reénoj vodi, preko 8 nedelja u podzemnoj vodi i ¢ak
do 30 nedelja u morskoj vodi. U zemljistu HAV je infektivan i nakon 12 nedelja (Rodriguez-
Lazaro i sar, 2012). Hepatitis A virusi se prenose fekalno-oralnim putem, najées¢e putem
zagadene vode i sa jedne osobe na drugu (Cook i Rzezutka 2006.). Prevalenca HAV varira u

razli¢itim geografskim podrucjima, a u endemskim podrucjima u gradskoj kanalizaciji se
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moze detektovati tokom cele godine (Pina i sar, 2000). Hepatitis A virus je primarni agens
akutnog hepatitisa Sirom sveta. Ukoliko je ovaj virus prisutan u stolici ljudi, izlivanjem
kanalizacije moze kontaminirati povrsinske vode (Pinto i sar, 2010). U ovoj disertaciji HAV
nije detektovan niti u jednom od ispitivanih uzoraka vode. Ovaj rezultat bi mogao biti
posledica niske prevalence HAV u periodu uzorkovanja povrsinskih i otpadnih voda. Prema
"Zdravstveni statisticki godisnjak Republike Srbije 2013", ukupno 243 slucaja (3,38 slucajeva
na 100.000 stanovnika) je prijavljeno u Srbiji u 2013. godini, a od toga, 94 slucaja (4,87 na
100.000 stanovnika) je prijavljeno na teritoriji Vojvodine

(http://vvv.batut.org.rs/dovnload/publikacije/pub2013.pdf). S obzirom da su rezultati u

detekciji ostalih virusa pokazali da se metode koncentrovanja virusa u uzorcima vode i
molekularne metode detekcije mogu uspesno koristiti za utvrdivanje prisustva virusa u
povrsinskim vodama, negativan nalaz HAV u povrsinskim vodama nije rezultat nedostatka
primenjenih metoda. Takode, testiranjem standarda HAV kao i veStackom kontaminacijom
uzorka povrsinske vode je potvrdeno da je i metodologija za detekciju HAV u povrsinskim
vodama bila uspe$na kao i metodologija primenjivana za detekciju ostalih detektovanih
virusa. U razvijenim zemljama, ucestalost infekcije hepatitis A virusom je niska, dok je u
zemljama u razvoju znacajno veda (Parasidis i sar, 2013a). Kao i u Srbiji, u Grékoj i Poljskoj
nije potvrdeno prisustvo ovo virusa (Kokkinos i sar, 2012). Medutim, HAV je detektovan u
povrinskim vodama u Spaniji, Koreji, Juznoafri¢koj Republici, Bakoku i Singapuru (Kittigul i
sar, 2000; Taylor i sar, 2001; Venter i sar, 2007; Aw i Gin, 2011; Chigor i Okoh, 2012b; Lee i
sar, 2014; Said i sar, 2014).

6.6.2 Prevalenca HAV u kanalizacionim vodama

Kao ni u uzorcima povrsinske vode, u ovom istrazivanju HAV nije detektovan niti u jednom
od ispitivanih uzoraka gradske kanalizacione vode. Razlozi za ovakve rezultate su vec
pomenuti ranije. Rezultati ovog istraZzivanja su u skladu su sa rezultatima mnogih drugih
studija sprovedenih Sirom sveta. Sli¢no istrazivanje je vrSseno u Bangkoku i u 48 uzoraka
gradske kanalizacije nije utvrdeno prisustvo HAV RT-PCR metodom (Kittigul i sar, 2000).
Interesantno je spomenuti da je u gradu Nokia doslo do kontaminacije vode za piée
precis¢enim otpadnim vodama, ali HAV nije detektovan ni u otpadnoj niti u pija¢oj vodi

metodom real-time RT-PCR (Maunula i sar, 2009). Za razliku od ovih istrazivanja, u mnogim
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istrazivanjima je detektovan HAV u uzorcima kanalizacionih voda. Ovi rezultati su objavljeni
u Grckoj, Juznoafrickoj Republici, Kairu, Barseloni, Italiji i Francuskoj (Pana i sar, 1987,
Hugues i sar, 1988; Schvoerer i sar, 2000; Pinto i sar, 2007; Kokkinos i sar, 2011; Parasidis i
sar, 2013b; Said i sar, 2014, Kaas i sar, 2015).

Rezultati u ovoj disertaciji su ukazali na to da HAV ili nije uopste bio prisutan u humanoj
populaciji na ispitivanom podrudju ili ako i jeste bio prisutan, njegova prevalanca kod ljudi
na pomenutom podrucju je bila izuzetno niska. Nadzor nad hepatitisom A u Vojvodini traje
od 1978. godine, a najvise obolelih je registrovano 1979. godine 2689 osoba. Nakon
epidemijskog talasa koji je imao vrh u 2007. godini, sa 539 registrovanih sluc¢jeva, ovo
oboljenje se nalazi u interepidemijskoj fazi. Tokom 2012. godine u Vojvodini prijavljeno je
68 sluajeva hepatitisa A. Dijagnoza je laboratorijski potvrdena kod 5 (12,5%) bolesnika (llic
i sar, 2013). U 2013. godini prijavljena su 94 slucaja hepatitisa A. Najveci broj obolelih je
registrovan na teritoriji Juznobanatskog okruga (46,8%) i Srednjebanatskog okruga (44,7%)
(Rajcevic i sar, 2014). Tokom 2014. godine u Vojvodini su prijavljena 44 sluéaja hepatitisa A.
Vedina obolelih (70,4%) je registrovana u periodu od januara do marta meseca (Medic i sar,
2015). Hepatitis A u Autonomnoj Pokrajini Vojvodini ima endemoepidemijski karakter,
mada je incidencija znacajno redukovana i ima opadajuéu tendenciju (Ristic i sar, 2011).
Virusni hepatitis A je endemican na teritoriji Republike Srbije kao posledica neadekvatnih
sanitarno-higijenskih uslova u ruralnim predelima. U 2014. godini u Republici Srbiji
registrovano je 114 osoba obolelih od akutnog virusnog hepatitisa A sa stopom incidencije
1,59/100.000 populacije, sto je duplo manje u odnosu na 2013. godinu, a ¢ak Cetiri puta
manje u odnosu na 2012. godinu (Grgi¢ i sar, 2015)

http://www.batut.org.rs/download/izvestaji/lzvestaj%200%20zaraznim%20bolestima%202

014.pdf . Rezultati u ovoj disertaciji su u korelaciji sa prethodno navedenim podacima i
niskom prevalecom HAV u Vojvodini, u vreme uzorkovanja povrsinskih i kanalizacionih
voda. U periodu uzorkovanja povrsinskih voda od 2012. do 2014. godine je bio veoma mali
broj obolelih osoba od hepatitisa A, sto je indirektno potvrdeno dobijenim rezultatima, jer

u tom periodu nije detektovan HAV ni u jednom uzorku povrsinske vode, niti kanalizacije.
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6.7 Istovremeno prisustvo viSe virusa u povrsinskim i kanalizacionim vodama

U rekama Dunav i Sava utvrdeno je istovremeno prisustvo 6 od 7 virusa (HAdV, NoV GlI,
NoV GI, HEV, BPyV i PAdV). Ukupno je ispitano 10 lokaliteta ove dve reke, pri ¢emu su 4
lokaliteta pod uticajem izliva gradske kanalizacije, ¢etiri lokaliteta su gradske plaze, a dva
lokaliteta su lovista divljaci. Ovi rezultati su u skladu sa drugim istraZivanjima Sirom Evrope
gde je potvrdeno istovremeno prisustvo ovih nekoliko virusa u uzorcima povrsinskih voda
(Albinana-Gimenez i sar, 2006; Maunula i sar, 2009, 2012; Girones i sar, 2010; Yezli i Otter,
2011; Kozyra i sar, 2011; Kokkinos i sar, 2011, 2012; Rodriguez-Lazaro i sar, 2012; Bofill-Mas
i sar, 2013; Chigor i sar, 2014; Kern i sar, 2014).

Istovremeno prisustvo Cetiri virusa (NoV Gll, HAdV, PAdV i BPyV; HAdV, NoV GlI, NoV Gl i
HEV, kao i HAdV, NoV GlI, NoV Gl su detektovani u reci Krivaja, DTD i KCIIl kanalu. Svi uzorci
u kojima je potvrdeno prisustvo ovih virusa su bili pod uticajem izliva gradske kanalizacije,
narocito reka Krivaja koja je uzorkovana nizvodno od farme goveda i pretpostavlja se da je
doslo do fekalnog zagadenja poreklom sa farme.

Istovremeno prisustvo 3 virusa (HAdV, NoV Gll i PAdV) je utvrdeno u reci Begej koja je
uzorkovana nizvodno od izliva gradske kanalizacije, dok su u Paliéckom jezeru i Velikom
Bac¢kom kanalu u Vrbasu istovremeno detektovani HAdV, NoV Gll i NoV Gl. Ove povrsinske
vode su takodje opterecene izlivima gradskih kanalizacija i antropogenom uticaju.

Prisustvo samo jednog virusa (NoV Gll) je utvrdeno u Rakovackom potoku. Ovaj potok izvire
na Fruskoj gori i tece kroz selo Rakovac, pa se pretpostavlja da je do kontaminacije doslo u
selu, neposredno kod mesta uzorkovanja.

U parkovima prirode Stara Tisa i Jegricka, i SRP Obedska bara, kao ni u lovistima Plavna i
Karadordevo, nije detektovan niti jedan virus Sto je i bilo oCekivano jer se u ove vode ne
ulivaju otpadne vode i pod znatno su manjim antorpogenim uticajem u odnosu na vode
drugih lokaliteta.

U gradskoj kanalizaciji u gradu Odzaci utvrdeno je istovremeno prisustvo HAdV, NoV Gl i
NoV Gl. U gradskoj kanalizaciji u Subotici i Somboru utvrdeno je istovremeno prisustvo 2
virusa (HAdV i NoV GllI; NoV Gl i BPyV).

Rezultati su potvrdili prisustvo patogenih virusa kao i zoonotskih agenasa u fekalno
kontaminiranim vodama, i odsustvo virusa u uzorcima vode koja nije pod uticajem

otpadnih fekalnih voda.
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6.8 Kvantifikacija virusa u uzorcima povrsinskih i kanalizacionih voda

U ovom radu je utvrdena visoka koncentracija virusa u povrsinskim vodama i uzorcima
kanalizacije. Broj PCR detektabilnih jedinica (PDU) virusa u 1L uzorka vode, sa intervalom
pouzdanosti (Cl - Confidence interval) 95%, u uzorcima povrsinskih voda se kretao od 48
(95%Cl: 4-369) do 6,1x10° (95%Cl: 406-70.9x103), a u uzorcima gradske kanalizacije od 96
(95%Cl: 8-477) do 6,1x103 (95%Cl: 406-70.9x103). Rezultati ukazuju na postojanje rizika za
zdravlje ljudi i Zivotinja i na neophodnost redovnog pracenja stanja kontaminacije
povrsinskih voda. Takode, rezultati su potvrdili da je neophodno podizanje sistema za
preciS¢avanje otpadnih voda, kako gradske kanalizacione vode, tako i otpadnih voda sa
farmi, klani¢nih industrija i sl. U nekim zemljama u Evropi je sli¢na situacija i rezultati su u
skladu sa rezultatima drugih autora. Primera radi, u istrazivanju Lodder i de Roda Husman
(2005) u uzorcima povrsinskih voda u rekama Maas i Waal broj PDU se kretao od 4 (95%Cl:
0,2-38) do 4,9 x103 (95%Cl: 303-4.6x10%) za norovirus, dok je za rotavirus ta vrednost bila
57 (95%Cl: 3-504) - 5,3x10% (95%Cl: 333-5,1 x10%). U uzorcima kanalizacije ovi autori su
utvrdili da se broj PDU norovirusa kretao od 896 (95%Cl: 57-7,999) do 8,5x10° (95%Cl:
5,3x10%- 8x10°), a rotavirusa od 339 (95%Cl: 16-3,027) do 5,5x10* (95%Cl: 12592-4,9x10°).

,Recovery” vrednost za MNoV kao procesnu kontrolu je iznosila od 2,2% do 21,3%, Sto
znaci da se u uzorcima moglo detektovati od 2,2% do 21.3% pocetnog broja virusnih Cestica
koje su dodate u svaki uzorak. Ovaj podatak se uzimao u obzir kod preracuna broja
detektovanih virusnih partikula u ispitivanim uzorcima, a vrednosti prinosa su u skladu sa
onim dobijenim u brojnim istraZivanjima u svetu (Dahling i Wright, 1986; Lambertini i sar,
2008; lkner i sar, 2012; Kokkinos i sar, 2012). Takode, brojna istrazivanja su pokazala da tip
vode i prisustvo organskih komponenti znacajno uti€u na prinos virusa prilikom
koncentrovanja (Sobsey i Glass, 1984; Sobsey i Jones, 1979; Lance i Gerba, 1984; da Silva i
sar, 2011). U odnosu na dobijene rezultate istrazivanja, moZe se sugerisati kao
neophodnost da i za bududa istrazivanja postupak provere ,Recovery” bude sastavni deo
postupka detekcije za svaki virus i svaki uzorak. takode, potrebno je i dalje optimizovati i

unapredivati metode koncentrovanja virusa, kako bi prinos bio Sto veéi.
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Na podrucju Srbije se ne prati prisustvo patogenih virusa ljudi i Zivotinja u povrSinskim
vodama, kao ni u ispustima gradskih kanalizacionih voda u povrsinske vode, pa ¢ak ni u
vodama za pice. U skladu sa tim nije uspostavljena odgovarajuéa metodologija niti u jednoj
instituciji u Srbiji. Po prvi put u Srbiji, u povrSinskim vodama na teritoriji Autonomne
Pokrajine Vojvodine, utvrdeno je i analizirano prisustvo virusa ljudi (humanog adenovirusa
((HAdV), norovirusa genogrupe | i Il (NoV Gl i NoV Gll) i hepatitis A virusa (HAV)), virusa
Zivotinja (adenovirusa svinja (PAdV) i poliomavirusa goveda (BPyV)), kao i zoonotskih virusa

(hepatitis E virusa (HEV)). Na osnovu dobijenih rezultata zakljueno je sledece:

1. Animalni i humani virusi su prisutni u povrsinskim vodama na podrucju Vojvodine.
Na prisustvo virusa ispitano je ukupno 108 uzoraka povrSinskih (99) i gradskih
kanalizacionih voda (9) u razli¢itim sezonama, od oktobra 2012. godine do juna 2014.
godine. Utvrdeno je prisustvo skoro svih ispitivanih virusa, odnosno HAdV, NoV Gl i GlI,

PAdV, BPyV i HEV. Jedino HAV nije detektovan niti u jednom od analiziranih uzoraka.

2. NajceSce detektovan virus, odnosno virus sa najveéom prevalencom u ispitanim
povrsinskim vodama i gradskoj kanalizaciji je bio HAdV. Prevalenca HAdV je iznosila 42,4%
(42/99) u uzorcima povrsinskih voda. Prevalenca NoV Gll i Gl je iznosila 40,4% (40/99) i
15.2% (15/99), PAdV 11.1% (11/99), BPyV 7.1% (7/99), a HEV je bila 3.0% (3/99). U ukupno
9 testiranih uzoraka gradske kanalizacije prevalenca HAdV je iznosila 44,4% (4/9), NoV Gll i
Gl 66,7% (6/9) i 22,2% (2/9). BPyV je detektovan u samo jednom od 9 uzoraka gradske
kanalizacije, a niti u jednom nisu detektovani PAdV i HEV. Takode, hepatitis A virus nije
detektovan niti u jednom od analiziranih povrsinskih voda, niti u uzorcima gradske

kanalizacije.

3. U ispitanim povrSinskim vodama i uzorcima gradske kanalizacije u kojima je
detektovano prisustvo virusa je izracunat broj PCR detektabilnih jedinica (PDU) virusa u 1
litru uzorka vode, sa intervalom pouzdanosti (Cl) 95%. U uzorcima povrsinskih voda broj
PDU/L utvrdenih virusa se kretao od 48 (95% Cl: 4-369) do 6,1x103 (95% Cl: 406-70.9x103),
a u uzorcima gradske kanalizacije od 96 (95% Cl: 8-477) do 6,1x103 (95% Cl: 406-70.9x103).
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4. Kako bi se dodatno potvrdila uspesSnost, osetljivost i specificnost koris¢enih
savremenih metoda koncentrovanja i molekularnih metoda detekcije animalnih i humanih
virusa u povrsSinskim i kanalizacionim vodama, izvrSena je tipizacija jednog broja
detektovanih virusa. Analizom sekvenciranih delova genoma HAdV iz 6 uzoraka je
potvrdeno da uzorci pripadaju HAdV grupi F, od ¢ega tri uzorka pripadaju tipu 40, a ostala
tri tipu 41. Tipizacijom dva uzorka NoV je potvrdeno prisustvo oba genotipa ovog virusa,
odnosno i NoV Gl i NoV Gll. Oba detektovana HEV su tipizirana kao HEV genotip 3, tipizirani
deo genoma PAdV je svrstan u PAdV tip 5, a BPyV je analizom sekvence svrstan u BPyV

genotip 1.

.....

virusa, jasno je da se savremene metode koncentrovanja virusa iz uzoraka vode (filtracija
kroz staklenu vunu, elucija govedim ekstraktom i koncentrovanje centrifugiranjem uz
izmenu pH vrednosti) i koriSéene molekularne metode detekcije (ekstrakcija nukleinskih
kiselina pomoc¢u magnetnih cestica, real-time RT-PCR i real-time PCR (RT-gPCR i qPCR))
mogu veoma uspesno koristiti za utvrdivanje virusne kontaminacije povrsinskih voda. Od
svih ispitivanih virusa, jedino HAV nije detektovan niti u jednom od analiziranih povrsinskih
voda, niti u uzorcima gradske kanalizacije. Medutim, testiranjem standarda HAV, kao i
veStackom kontaminacijom uzorka povrsinske vode, potvrdeno je da je metodologija i za
detekciju HAV u povrsinskim vodama bila adekvatna, kao i za detekciju ostalih detektovanih

virusa.

6. Savremene metode koncentrovanja i detekcije virusa u uzorcima povrsinskih voda
se veoma uspesno mogu koristiti za rutinski nadzor virusoloske ispravnosti povrsinskih
voda, a narocito ukoliko to u buduénosti postane zahtev kontrole kontaminacije Zivotne

sredine.

7. Rezultati indirektno ukazuju na prisustvo infekcija ljudi i Zivotinja detektovanim
virusima na ispitivanom podruéju. Prisustvo virusa u povrSinskim vodama i uzorcima
gradske kanalizacije ukazuje da su ispitivani virusi HAdV, norovirus Gl i Gll, adenovirus
svinja, poliomavirus goveda i hepatitis E virus cirkulisali u populaciji ljudi i Zivotinja u

periodu od oktobra 2012. do juna 2014. godine. Jedino HAV nije detektovan niti u
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povrsinskim, niti u kanalizacionim vodama, $to ukazuje na ¢injenicu da je prevalence HAV u
humanoj populaciji u ispitivanom periodu na ispitivanom bila izuzetno niska i ispod granice

detekcije.

8. Broj i prevalenca detektovanih patogenih enterickih vrsta virusa u povrsinskim
vodama u Autonomnoj Pokrajini Vojvodini (Srbija) su nedvosmisleno potvrdili da postoji
rizik za zdravlje Zivotinja i ljudi na podrucju koje gravitira ispitanim povrsinskim vodama.
Rizik za javno zdravlje i zdravlje Zivotinja je posebno znacajan na podrucjima i lokalitetima

gde se ispitivane povrsinske vode koriste u poljoprivredne i rekreativne svrhe.

Rezultati istrazivanja ukazuju na neophodnost kontinuiranog praéenja virusoloSke
ispravnosti povrsinskih voda, a u cilju pravovremenog upozoravanja stanovnistva i
prevencije infekcija. Rezultati takode ukazuju na neophodnost preciséavanja otpadnih voda
u cilju smanjenja virusnog opterecenja povrsinskih voda na teritoriji Autonomne Pokrajine

Vojvodine.
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Tabela 15. Sekvence deponovane u GenBank

GenBank Accession no. KX570630

Human adenovirus 40 isolate HAdV40/sw/SRB/8745-5-2013 hexon gene, partial cds.
gcecgggeaggacgectcggagtacctgageccgggectggtgeagticgeecgtgecaccgatacctacttcagectggggaacaagttcaga
aaccccaccgtggcteccacccacgatgtaaccacagacaggtcgcagegactgacgcetgegcettegtgeecgtegacecgegaggaaaccgc
ctactcttacaaagtgcgctttacgctggecgtgggcgacaaccgggttttggacatggecageacctac

GenBank Accession no. KX570631

Human adenovirus 40 isolate HAdV40/wt/SRB/8454-1-2013 hexon gene, partial cds.
gcegggeaggacgectcggagtacctgageccgggcctggtgeagtticgeecgtgecaccgatacctacttcagectggggaacaagttcaga
aaccccaccgtggctcccacccacgatgtaaccacagacaggtcgcagegactgacgetgegcettegtgeecgtegaccgegaggaaaccgc
ctactcttacaaagtgcgctttacgctggecgtgggcgacaaccgggttttggacatggecageacctac

GenBank Accession no. KX570632

Human adenovirus 40 isolate HAdV40/wt/SRB/2401-3-2014 hexon gene, partial cds.
gcegggeaggacgectcggagtacctgageecgggectggtgeagttegeecgtgecaccgatacctacttcagectggggaacaagttcaga
aaccccaccgtggctcccacccacgatgtaaccacagacaggtcgeagegactgacgetgegettegtgeecgtegaccgegaggaaaccge
ctactcttacaaagtgcgctttacgctggecgtgggcgacaaccgggtttiggacatggecageacctac

GenBank Accession no. KX570633

Human adenovirus 41 isolate HAdV41/wt/SRB/3029-1-2014 hexon gene, partial cds.
gccgggeaggacgectcggagtatctgagtecgggectggtgeagtitgeeccgegecaccgatacgtacticagectggggaacaagttcaga
aaccccactgtggctccgacccacgatgtaaccacagacaggtcacagegactgacgetgegattegtgecagtcgaccgegaggacaccgcet
tattcttacaaagtgcgctttacgetggeegtgggegacaaccgggtgtiggacatggecageacctac

GenBank Accession no. KX570634

Human adenovirus 41 isolate HAdV41/sw/SRB/8454-3-2013 hexon gene, partial cds.
gecegggceaggacgecteggagtatctgagteegggectggtgeagtttgeccgegecaccgatacgtacttcagectggggaacaagttcaga
aaccccactgtggctccgacccacgatgtaaccacagacaggtcacagcgactgacgctgegattcgtgeccagtcgaccgegaggacaccgct
tattcttacaaagtgcgctttacgctggcecgtgggcgacaaccgggtgttggacatggecagcacctac

GenBank Accession no. KX570635

Human adenovirus 41 isolate HAdV41/wt/SRB/6096-1-2014 hexon gene, partial cds.
gccgggcaggacgcectcggagtatctgagtecgggectggtgeagtttgecccgegecaccgatacgtacttcagectggggaacaagttcaga
aaccccactgtggctccgacccacgatgtaaccacagacaggtcacagcgactgacgctgegattcgtgeccagtcgaccgegaggacaccgct
tattcttacaaagtgcgctttacgctggccgtgggcgacaaccgggtgttggacatggecagcacctac

GenBank Accession no. KX570636

Norovirus Gl isolate NoVGI/sw/SRB/2621-7-2014 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene,
partial cds.
aatagacaaatcatgacagagtcattctcaatcatgtgtcggctaactgcatcacctgaactagcttcagtggtggctcaagatttgettgeacc
ctcagagatggatgttggcgactatgtcataagagtgaaggaaggcecteccatctggttttccatgtacatcacaggttaatagtataaaccatt
ggttaataactctgtgtgecctttctgaagtaactggectgtcgecagatgtcatccagtccatgtcatattt
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GenBank Accession no. KX570637

Norovirus Gll isolate NoVGII/wt/SRB/9995-3-2013 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene,
partial cds.
caaagggatgtgctagcagcagcactagaaatcatggttaagttctctccagaaccacacctageccaggtagttgcagaagacctcectttecc
ctagcgtaatggatgtaggtgactttcaaatatcaataagtgagggtcttcectetggggtgccttgtacctcccagtggaattecategeccact
ggctcctcactctttgtgeactctctgaagtcacggacctgteecctgacatcattcaggecaactecctttt

GenBank Accession no. KX570638

Porcine adenovirus 5 isolate PAdV5/wt/SRB/6096-3-2014 hexon gene, partial cds.
cacatccaggttcctcagaaattttttgccatcagaaaccttttacttcttccggggacatacacctacgagtggtcttttcgtaaagatgtcaac
atggttcttcagagcaccctggggaacgatctcagggtcgacggegettccatcagaatagacagegtgaacttgtacgecagettetteeccat
ggcccacaacacggcectctactctggaggecatgttgagaaacgacaccaacgatcagtcctttattgattacctgtcgtcagegaacatgetgt
accccatccecgeeggggcttct

GenBank Accession no. KX570639

Bovine polyomavirus isolate BPyV/wt/SRB/8424-2-2013 VP1 gene, partial cds.
tagtccctcccaaactcagcaacaaatcccaggtgcetagatcccaccctcaagggaatactagacaaagatggtgtgtatectgttgaatgttg
gtgtccagatccaagtaaaaatgaaaacaccaggtacttcggaacatatacaggtggtgttagcactcegectgtgetgeagttcacaaatact
gtgacaaccattctt

GenBank Accession no. KX570640

Hepatitis E virus isolate HEV/wt/SRB/8921-3-2013 ORF1 gene, partial cds.
tggttcggecgtttttatctcgtgtacaaaccgagattcttattaatttgatgcaaccccggeaattggttttccgeectgaggtgetttggaateat
cctatccagcgggttatacataatgagttagaacagtattgccgggeccgggctggtegetgtitagaggtcggagetcatccgagatccattaa
tgataaccccaacgttttacaccggtgtttccttagacctgttggecga

GenBank Accession no. KX570641

Hepatitis E virus isolate HEV/wt/SRB/10525-1-2012 ORF2 gene, partial cds.
tgacacaggctcccctgttaattcttacactaatacaccctatactggtgcactggggctecttgattttgegttagagcettgaatttagaaatctg
acaccgggaacactaacacccgtgtttcccggtataccagcacagctcgecaccgactgegecgeggtgetgatgggaccgcetgagcettacca
ccacagcagccacacgtttcatgaaggatttgcattttactggcacgaacggegttggtgaggtgggecgtggtattgectctgacactgttcaat
cttgctgatacgcttt
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metode mogu veoma uspesno koristiti za detekciju
virusne kontaminacije povrsinskih voda. lzvrSena je i
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Over 100 types of pathogenic viruses are excreted in
human and animal wastes. The presence of human
and animal pathogenic enteric viruses in water
environments reflects fecal contamination and
indicates a risk to public health. Republic of Serbia
does not implement surveillance for the presence of
pathogenic human and animal viruses in surface
waters and even in drinking water, neither is the
established methodology of these studies in any
institution in Serbia. Accordingly, the aim of the study
was to determine and analyze the presence of human
and animal viruses in surface water, using the latest
methods of concentration and detection of the
viruses. Within the dissertation examined the
presence of the following viruses in surface waters in
Vojvodina: Human adenoviruses (HAdV), noroviruses
(NoV) and hepatitis A virus), Porcine adenovirus
(PAdV) and Bovine polyomavirus (BPyV) and Hepatitis
E virus (HEV).

A total of 108 samples of surface water and waste
water were collected from October 2012 to June
2014. The paper are applied the most advanced
methods and the concentration of virus detection in
water, which in Serbia are not used for this purpose.
The conducted tests have proven that the animal and
human viruses present in surface waters in Vojvodina.
The most commonly detected virus in surface water
was human adenovirus (42.4%), followed by
Norovirus Gl and Gll (40.4% and 15.2%), Porcine
adenovirus (11,1%), Bovine polyomavirus (7.07%) and
hepatitis E virus (3,0%).

In total of nine analysed sewage samples human
adenovirus was detected in 44,4% of samples. The
prevalence of norovirus Gll and Gl in sewage samples
was 66,7% and 22,2%. Bovine polyomavirus was
detected in one of nine samples while porcine
adenovirus and hepatitis E virus were not detected in
any of analyzed samples. Hepatitis A virus was not
detected in samples, but it has been experimentally
confirmed that the methods applicable for detection
of the virus. Based on the results of process control
and vyield determined the presence of virus in
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samples, it was found that these methods can be
successfully used to detect viral contamination of
surface waters. Also, in these study was performed
genotyping of viruses from selected samples by
sequencing a part of the viral genome. Indirectly it is
confirmed that the infection detected viruses present
in a population of animals and humans. The presence
of virus in samples of surface water and urban sewage
reflects the infectious status of the population, but
also constitutes a significant risk to the health of
animals and people in the area that gravitates with
tested waters.
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