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IDENTIFIKACIJA | FILOGENETSKA ANALIZA NOROVIRUSA POREKLOM
1Z DAGNJI (Mytilus galloprovincialis) SA ASPEKTA BEZBEDNOSTI HRANE

REZIME

Virusi koji se prenose hranom predstavljaju sve veci problem sa aspekta
bezbednosti hrane i javnog zdravlja ljudi. Norovirus je jedan od vodecih uzro¢nika
epidemijskih i sporadi¢nih slucajeva gastroenteritisa u svetu. Imaju¢i u vidu da ne
postoje relevantni podataci o prevalenci ovog virusa u dagnjama dostupnih na trzistu u
nasoj zemlji, koje dolaze iz crnogorskog akvatorijuma i da je metoda za njihovu
detekciju na samom pocetku razvoja, cilj ove doktorske disertacije je da se primenom
molekularno-bioloskih tehnika wutvrdi prisustvo, da se izvrsi identifikacija i
genotipizacija norovirusa u dagnjama (Mytilus galloprovincialis), ispita korelacija sa
brojem E.coli u dagnjama i brojem mikroorganizama u morskoj vodi i proveri uticaj

fizicko-hemijskih i bioloskih parametara na pojavu norovirusa.

Ukupno su ispitana 72 kompozitna uzorka, dobijena od oko 1000 komada
dagnji. Ispitivanje je radeno na dagnjama sakupljanim u jednogodiSnjem periodu (od
jula 2015. do jula 2016. god.) sa 6 razli¢itih lokacija iz registrovanih uzgajalista u Crnoj
Gori. Uzorci su ispitivani metodom Real Time RT-PCR na prisustvo Gl i GlI
genogrupe norovirusa. Efikasnost ekstrakcije svih uzoraka bila je zadovoljavajuca.
Norovirus je utvrden u 31 uzorku (43%), sa znatno veéim brojem GII pozitivnih
uzoraka (54,8%) nego GI (12,9 %), dok je kod 10 (32,3%) uzoraka utvrdeno

istovremeno prisustvo norovirusa obe genogrupe (GI+Gll).

Metodom genotipizacije utvrdeno je da su svi detektovani norovirusi genogrupe
Gl pripadali genotipu GI.2, dok je ve¢ina detektovanih norovirusa genogrupe GII
pripadala genotipu GIl1.4, izuzev jednog koji je pripadao genotipu GIl.2. Rezultati
filogenetske analize ukazuju na genetsku sli¢nost izmedu norovirusa izolovanih u
okviru ove disertacije i onih ranije opisanih u svetu. Na osnovu nukleotidne sekvence
ispitanog ORF2 fragmenta sojeva NOV_GI MNE 1, 2, 3, 4 utvrdena je slicnost od



98,1% do 99,2% sa izolatom Southampton virusa (L07418), a za nukleotidne sekvence
ispitanog ORF2 fragmenta sojeva NOV_GII_MNE 2, 3,6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 17, 22, 24
utvrdena je sli¢nost od 96,4% do 98,5% sa izolatom Hu/GIl.4/sydney/NSWO05

(JX459908), trenutno najrasprostranjenijem cirkuliraju¢em epidemijskim sojem.

Ustanovljena je sezonska varijacija prisustva NoV u dagnjama. Najveci broj
pozitivnih uzoraka zabelezen je tokom zimskih meseci, odnosno u decembru, januaru i
februaru, dok je najmanji broj pozitivnih uzoraka detektovan u letnjem periodu.
Statistickom analizom ustanovljeno je da se sa smanjenjem temperature mora, statisticki
znacajno povecava pojava virusa, dok ostali fizicko-hemijski parametri morske vode
(pH, salinitet, zasi¢enost kiseonikom) nisu statisti¢ki znacajno uticali na pojavu virusa u
dagnjama. Utvrdeno je da broj E.coli u dagnjama nije u korelaciji sa pojavom
norovirusa u njma. GodiSnja varijacija bujnosti fitoplanktonske komponente i
koncentracije hlorofila a nije imala statisticki znacajan uticaj na pojavu virusa u
dagnjama. Nije ustanovljena ni statisti¢ki znacajna korelacija izmedu mikrobioloskih

parametara morske vode i pojave virusa u dagnjama.

Rezultati istrazivanja u okviru ove disertacije ukazuju na potencijalni rizik od
pojave virusnih bolesti prenosivih hranom i na potrebu uspostavljanja plana

monitoringa prisustva norovirusa u dagnjama, u cilju poboljSanja javnog zdravlja.

Kljuéne reci: norovirus, dagnje, Real Time RT-PCR, bezbednost hrane
Naucna oblast: Veterinarska medicina
UZa naucna oblast: Higijena i tehnologija mesa

UDK broj: 619 :637.07 : 578.835.3



IDENTIFICATION AND PHYLOGENETIC ANALYSIS OF NOROVIRUS
DETECTED IN MUSSELS (Mytilus galloprovincialis) FROM THE ASPECT OF
FOOD SAFETY

SUMMARY

In terms of food safety and public health, foodborne viruses represent a
increasing problem. Norovirus is one of the leading causes of epidemic and sporadic
cases of gastroenteritis worldwide. Bearing in mind that there are no relevant data on
the prevalence of this virus in mussels, available on the market in our country that come
from the Montenegrin aquatorium and that the method for their detection at the very
beginning of development. Therefore, the aim of this dissertation was to determine
presence, to identify and genotype norovirus in mussels (Mytilus provincialis), to
examine the correlation between the presence of the virus and the amount of E. coli in
mussels; and to determine the influence of physico-chemical factors on virus infections

by molecular genetic techniques.

Seventy two samples, obtained from about 1000 mussels, were analyzed with
satisfactory efficiency of the extraction. The examination was performed on the mussels
collected in a one-year period (between July 2015 and July 2016), on six different
locations. The samples were examined for the presence of GI and Gl virus genotypes,
using Real Time RT-PCR method. Norovirus was found in 31 samples (43%) with
significantly higher number of Gl positive samples (54,8%) than GI positive samples
(12,9%). The presence of norovirus of both genogroups (Gl + GII) was determined in
10 (32.3%) of the samples. Analyzes of the genotypes showed that all GI positive
samples ascribed to genotypes Gl.2, 12 GII positive samples ascribed to genotypes
Gll.4, while 1 GII sample ascribed to genotypes GII.2. The results of phylogenetic
analysis showed the genetic link between our isolates and those previously described in
other studies. Genotyping was based on the partial ORF2 sequences: NOV_GI_MNE 1,
2, 3, 4 we found 98,1% and 99,2% similarity with Southampton virus (L07418), and for
ORF2 sequences NOV_GII_MNE 2, 3,6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 17, 22, 24 we found 96,4%



do 98,5% similarity with Hu/GlIl.4/sydney/NSWO05 (JX459908). Two shellfish samples
ascribed as genotype 1.4 showed Hu/Gll.4/sydney/NSWO05, Currently the most

widespread circulating epidemic strain.

Seasonal variation of the NoV level was observed. The highest numbers of
positive samples were detected during the winter months, in December, January and
February, while the smallest numbers of positive samples were detected in the summer
period. Statistical analysis showed that virus presence statistically significantly
increased with the reduction of sea temperature, while other physical and chemical
parameters of the sea water (pH, salinity, oxygen saturation) did not have significant
statistical significance for the appearance of viruses in mussels. Other physico-chemical
factors were not of great significance for the appearance of norovirus infections. It was
found that the number of E.coli CFU/g in mussels was not correlated with the
occurrence of norovirus. Variation of phytoplankton and concentration of chlorophyll a
did not have a statistically significant effect on the appearance of viruses in the mussels.
There was no statistically significant correlation between the microbiological

parameters of seawater and the appearance of viruses in the mussels.

The results of the research from this dissertation pointed out the potential risk of
the occurrence of foodborne viral diseases and the need to establish a monitoring plan

for the presence of norovirus in mussels in order to improve public health.

Key words: norovirus, mussels, Real-Time RT-PCR, food safety
Major Field of Study: Veterinary Medicine
Special Field of Study: Meat Hygiene and Technology

UDC Number: 619 :637.07 : 578.835.3
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Uvod

1. UVOD

Namirnice koje se koriste u ishrani ljudi mogu biti izvor Sirokog spektra
uzro¢nika oboljenja prenosivih hranom i njihova konzumacija moze predstavljati rizik
po zdravlje potroSaca.

Virusi koji se prenose hranom predstavljaju sve veéi problem sa aspekta
bezbednosti hrane i1 javnog zdravlja ljudi. Prema poslednjem izvestaju iz 2015. godine
(EFSA-European Food Safety Authority), okarakterisani su kao najéeS$¢i uzro¢nik
epidemija koje se prenose hranom. Oni su veoma su rasprostranjeni ultramikroskopski
organizmi. Nalaze se svuda: u vodi, vazduhu, zemljistu, kao kontaminenti hrane i vode
za pice 1 izazivaci su velikog broja oboljenja biljaka, Zivotinja i ljudi. Virusi sadrze
samo jednu nukleinsku kiselinu i po tome su jedinstveni organizmi. lako je njihova
grada proucena do detalja, terapija virusnih bolesti se obi¢no ne primenjuje, a broj
antivirusnih lekova je mali i skopCan sa brojnim nezeljenim efektima.

O ulozi hrane u prenoSenju virusa, kao uzro¢nika alimentarnih oboljenja, zna se
manje nego u slucaju bakterija. Jedan od razloga je, S§to se o virusima, kao moguéim
uzro¢nicima oboljenja, razmislja tek kada se bakterijska oboljenja iskljuce. Drugi razlog
je teSka izolacija virusa iz matriksa hrane, poSto su oni po strukturi medusobno razliciti,
pa zahtevaju i razliCite tehnike ekstrakcije i obrade materijala.

Virusi koji se najcesce javljaju, a prenose se hranom su norovirus i hepatitis A,
ali 1 drugi virusi kao Sto su rotavirus, hepatitis E, astrovirus, sapovirus, enterovirus 1 dr.
Na osnovu simptoma koji se javljaju nakon infekcije, ovi virusi se mogu grupisati u one
koji izazivaju gastroenteritise, zatim hepatitise i treu grupu Cine virusi Koji se
umnozavaju u digestivnom traktu ljudi, a izazivaju oboljenje kada migriraju u druge
organe, kao Sto je centralni nervni sistem.

Specificne karakteristike virusa koji se prenose hranom, zbog kojih oni

predstavljaju nove izazove u oblasti upravljanja rizikom su sledece:



Uvod

» Virusima je potrebna Ziva ¢elija da bi mogli da se umnozavaju, tako da se za
razliku od bakterija, oni u hrani ne mogu razmnozavati. Shodno tome, virusi nikada
necée dovesti do organolepti¢kih promena namirnice.

» Veoma su infektivni, samo nekoliko virusnih Cestica/partikula (1-100) je
dovoljno da bi se izazvala infekcija (Morillo, 2011).

> Veliki broj virusnih &estica se izlutuje fecesom inficiranih ljudi (10%-10"
virusnih partikula kod ljudi sa ispoljenim klini¢kim simptomima) (Lee, 2007).

» Ovi virusi uglavnom nemaju omotac i pokazuju veliku otpornost u spoljasnjoj

sredini.

Vecina virusa koji se prenose hranom poreklom su iz ljudskog fekalnog
materijala. Hrana moze biti primarno kontaminirana virusom, ili naknadno tokom
¢itavog lanca proizvodnje. Globalizacija u prometu hrane uti¢e na to da se izvor i
kvalitet svezih proizvoda ne moze uvek prepoznati i kontrolisati. lako se pretpostavlja
da je sveza hrana higijenski ispravna, to ne mora uvek biti slucaj, posebno kada se uvozi
iz zemalja u kojima kriterijumi opste higijene ne ispunjavaju medunarodne standarde.

Norovirus je glavni izaziva¢ nebakterijskog akutnog gastroenteritisa koji se
javlja Sirom sveta 1 u svim starosnim grupama. U industrijalizovanom svetu, ovaj virus
odgovoran je za 68-80% svih slucajeva gastroenteritisa (Ahmed i sar., 2014).

Skoljke kao organizmi koji se hrane filtriranjem morske vode, mogu
koncentrisati viruse koji se nalaze u oblastima u kojima rastu, pa postaju sa stanovista
bezbednosti hrane rizicna namirnica, narocito ako se jedu sirove ili nedovoljno termicki
obradene (Alfano-Sobsey i sar., 2012). Nakon izbijanja gastroenteritisa izazvanog
konzumacijom kontaminiranih dagnji, epidemija moze dalje da se $iri fekalno-oralnim
putem, ali i direktnim kontaktom sa osobe na osobu, aerosolom itd. (Prato i sar., 2004).

Sanitarna kontrola dagnji ne zahteva detekciju bilo kog virusa i u skladu sa
propisima Evropske Unije (Reg.EC 854/2004) zasniva se na detekciji bakterijskih
indikatora, kao Sto je Escherichia coli. Nekoliko studija pokazalo je da broj bakterija
ponekad nije u korelaciji sa nivoom virusne kontaminacije, jer virusi imaju vecu
otpornost u zivotnoj sredini i otporniji su tokom postupka precis¢avanja dagnji (Polo i

sar., 2010).



Uvod

Jedna od osnovnih karakteristika norovirusa je da se ne mogu umnozavati u
kulturama ¢elija. Jedini nacin njegove detekcije i1 identifikacije je primena savremenih
molekularnih metoda kao $to su Reverse transcription polymerase chain reaction, RT—
PCR i Real-Time RT-PCR (Le Guyader i sar., 2003).

Virusi koji se prenose hranom predstavljaju sloZeni problem, pa je kvalitetna
saradnja i koordinacija zdravstvenih i veterinarskih ustanova, koje su ukljucene u proces
nadzora 1 proizvodnje zdravstveno bezbednih namirnica, jedan od klju¢nih elemenata u
povezivanju zdravlja ljudi i zivotinja. Primena veoma aktuelnog aspekta jedan svet-
jedno zdravlje (one health, eng.) kod virusa prenosivih hranom znacajno dolazi do
izrazaja.

S obzirom na navedene podatke, cilj ove disertacije bio je da se ispita prisustvo
norovirusa u dagnjama, uticaj parametara Zivotne sredine na njegovu pojavu, kao i da se
filogenetskom analizom odredi polozaj norovirusa dokazanih u dagnjama iz
crnogorskog akvatorijuma na svetskom filogenetskom stablu, imaju¢i u vidu da ovakva
istrazivanja nisu radena za ovaj deo jadranske obale. U toku rada posebna paznja je
posvecena uzorkovanju i pripremi uzoraka za analizu, $to moZe doprineti uvodenju

plana monitoringa virusa u dagnjama.


https://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction

Pregled literature

2. PREGLED LITERATURE

U pregledu literature prikazana su dosadasnja nauc¢na saznanja o klasifikaciji i
taksonomiji, gradi virusnog genoma, epidemiologiji, patogenezi, klinickim
simptomima, dijagnostici, terapiji i prevenciji pojave infekcija izazvanih norovirusom.
Osim postojecih podataka o metodama koje su se nekada koristile, poseban akcenat
stavljen je na savremene molekularne metode koje predstavljaju napredak i prekretnicu

u razvoju virusoloske dijagnostike.

2.1. Istorija otkri¢a Norovirusa

Prvi slucaj oboljenja izazvanog norovirusom, koji tada nije bio poznat po tim
imenom, opisao je pedijatar dr J. Zahorsky (1929) u svom izvestaju o sporadi¢nim
sluCajevima povracanja i proliva, koje je primetio medu svojim pacijentima u St Louis-
u, a koji su se tipi¢no pojavljivali tokom hladnijih meseci, odnosno od novembra do
maja. O ovoj bolesti napisao je obimnu studiju u kojoj je podvukao znaCaj dobre
higijenske prakse kao osnovu za sprec¢avanje Sirenja bolesti, a virusu dao naziv: ,,zimska
bolest povrac¢anja“.

Prvobitno nazvan Norwalk virus, kasnije preimenovan u ,,virus male okrugle
strukture®, otkrili su Kapikian i sar. (1972.) iz uzorka stolice, odnosno rektalnog brisa
bolesne osobe, koja je bila zahvacena epidemijom gastroenteritisa, a dogodila se
1968.godine, u osnovnoj skoli u Norvalku (Ohajo, SAD). U to vreme, svaki slucaj
gastroenteritisa koji nije bio bakterijski nazivan je akutni nebakterijski gastroenteritis.
Pripremljen je filtrat (potvrdeno slobodan od bakterija) i ispitan na dobrovoljcima. Dva
od tri ispitanika razvila su simptome identi¢ne onim iz vremena epidemije u Norwalk-u.
Uzorci stolice dobrovoljaca (Slika 1.) ispitani su tehnikom imune elektronske
mikroskopije (IEM), koja uklju¢uje posmatranje stvaranja kompleksa antigen-antitelo
elektronskim mikroskopom (Anderson i Stanley, 1941; Kapikian i sar., 1972.). Nakon
te epidemije, bilo je prijavljeno jo$ nekoliko slucajeva, posebno na brodovima za
krstarenje. Dve najveée epidemije bile su na kruzerima Queen Elizabeth 2" Cruise Ship

1 Royal Caribbean’s Freedom of the Seas, gde je epidemijom bilo zahvaceno 1 viSe od
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300 putnika i ¢lanova posade, posle ¢ega je Appleton 1977. godine prvi put uveo ime
Norovirus.

U literaturi se ovaj virus pominje i pod drugim imenima: Norwalk virus,
Norwalk-like virus (NLVs), Norwalk agent, mali virus zaobljene structure (SRSVS),
Snow Mountain virus, akutni nebakterijski gastroenteritis, virusni gastroenteritis,
stomacni grip.

Medunarodni komitet za taksonomiju virusa (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) je na sednici odrzanoj 2002. godine usvojio naziv

Norovirus.

Slika 1. Norovirusne ¢estice posmatrane pod elektronskim mikroskopom (Kapikian i

sar., 1972)

2.2. Klasifikacija i struktura norovirusa

Razvojem molekularnih dijagnostickih metoda pocetkom 90-ih godina, pojavile

su se i prve studije koje su na osnovu redosleda nukleotida, odnosno nukleinskih

kiselina, u potpunosti opisale strukturu norovirusa.
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Norovirus (NoV, ranije nazivan ,,Norwalk-like virus®) je mali okrugli virion, sa
jednolan¢anim pozitivno orijentisanim RNK genomom (+ssRNA) bez omotaca.
Karakteristika ove grupe virusa je udubljenje na povrSini u obliku caSice (calix-a),
nazvano ,,Davidova zvezda“ (Lees, 2000; Green, 2007).

Norovirus spada u familiju Caliciviridae, i sa¢injava jedan od pet rodova (Jiang
I sar., 1990). Ostali rodovi pripadnici porodice Caliciviridae su: lagovirus, nebovirus,
vesivirus i sapovirus. Caliciviruses kod ljudi (HuCV) ¢ine norovirus i sapovirus Koji se
razlikuju na osnovu morfoloskih i genetskih karakteristika, a preostali pripadnici ove
porodice virusa inficiraju zivotinje (Thorn i Goodfellow, 2014).

Pored Norwalk virus-a, rod Norovirus ¢ine i sledece vrste: Desert Shield virus,
Hawaii virus, Lordsdale virus, Mexico virus, Snow Mountain virus i Southampton
virus, kao 1 neke specifine vrste kao §to su govedi norovirus — CHI126, govedi
norovirus — Jena, ljudski norovirus — Alphatron, misji norovirus 1 i svinjski norovirus
(Fauquet i sar., 2005).

Genom virusa dugacak je 7500 do 7700 nukleotida, odnosno 27 do 40 nm. Virus
je sastavljen od velikog strukturnog proteina - VP1 (90 dimera), sa karakteristicnom
konstrukcijom na povrsini u vidu 32 udubljenja u obliku ¢ase koji ¢ini kapsid i jednog
ili dva manja proteina - VP2.

VP1 protein ¢ini 530-555 amino kiselina i tezak je oko 58-60 kDa. Postoji 180
kopija ovog proteina, a zajedno ¢ine T=3 virion. Protein ¢ine dva domena: S i P, domen
ljuske koji se nalazi na N-terminalnom zavrSetku (¢ini ga 225 amino kiselina) i istureni
domen koji je podeljen u dva pod-domena P1 i P2. Istureni domeni se tako nazivaju jer
se elektronskom mikroskopijom vide kao izboCine na virionu i daju mu dodatnu
stabilnost (Prasad i sar., 1999). Hipervarijabilni P2 domen ima znaéajnu ulogu u
vezivanju virusa za receptor i imunskom odgovoru i odgovoran je za interakciju sa
ABO sistemom krvnih grupa i njihovom osetljivo$¢u na norovirusnu infekciju (Hardy,
2005).

VP2 protein sastoji se od 208-268 amino kiselina, tezine je oko 22-29 kDa i
pokazuje visoku varijabilnost izmedu razli¢itih sojeva (Seah i sar., 1999). Prisutan je u
jednoj ili dve kopije u virionu, njegova uloga u ciklusu replikacije jo§ uvek nije

dovoljno poznata, ali se smatra da uCestvuje u pakovanju RNK genoma.
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Virion norovirusa sadrzi 1 6 nestrukturnih proteina koji nastaju delovanjem viralne

proteinaze od nestrukturnih poliproteina (Hardy, 2005).

2.2.1. Organizacija genoma

Genom norovirusa organizovan je u tri glavna, konzervativha Open Reading
Frame (ORFs) regiona, sa izuzetkom misjeg norovirusa (MNV) koji poseduje i Cetvrti
ORF (Jiang i sar., 1992; Atmar, 2010; Thorn i Goodfellow, 2014).

ORF1 nalazi se na 5' kraju i kodira veliki poliprotein koji se nakon translacije
cepa u 6 nestrukturnih proteina koji ¢e biti ukljuc¢eni u replikaciju: N-terminalni protein
(p48), NTP-aze, p22 (3A), VPg, viralna proteaza (3C), RNK zavisna RNK polimeraza
(RdRp) (Slika 2.). ORF2 kodira glavni strukturni protein (VP1) koji u 180 kopija po
virionu gradi kapsid, a ORF3 kodira manji strukturni protein (VP2) i javlja se u samo
nekoliko kopija. ORF2 se sa 14 amino kiselina preklapa sa ORF1 i sa jednom amino
kiselinom sa ORF3 (Green, 2007).

Target regioni nazvani su: region A (RdRp lokalizovan u ORF1), region B (3’
kraj ORF1), region C (u blizini 5* kraja ORF2 regiona) i region D (lokalizovan u blizini
3’ kraja ORF?2 regiona).

Human norovirus

'.’\"Fél ORF1 polyprotein
9 S —
e Subgenomic RNA
NS1/2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 iCIeavage
pa8 | NTPase |p22|VPg —
A A A ? _p3U

Cleavages by viral pro

Slika 2. Prikaz norovirusnog genoma (http://ncbi.nih.gov/)

Sekvenciranjem regije gena za sintezu kapsida i u nekim slucajevima spoja
ORF1 i ORF2, identifikovano je nekoliko rekombinantnih sojeva NoV (Bull i sar.,
2007). Genotipizacija bazirana samo na kapsidnoj regiji ne bi bila dosledna zbog

rekombinacije NoV, narocito jer je mesto rekombinacije u samoj blizini te regije (Bull i
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sar., 2005). Genotipizacija se  obavlja  koris¢enjem  internet  alata
(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool).

Rod Norovirus podeljen je na najmanje pet genogrupa (GI-GV). Genogrupe su
oznacene velikim slovom “G” i rimskim brojem, a genotip je oznacen arapskim brojem
(Atmar, 2010) (Slika 3.).

Genogrupe GI, Gll i GIV inficiraju ljude i izazivaju akutni gastroenteritis, ali
NoV je takode izolovan iz brojnih drugih vrsta ukljucuju¢i svinje (GII), goveda i ovace
(GIII) i miseve (GV). U skorije vreme, ovaj virus identifikovan je kod pasa, pa je
predlozeno da on predstavlja novu genogrupu - GVI (Mesquita i sar., 2010).

Kageyama i saradnici su 2004. godine identifikovali pojedine genotipove, na
osnovu RdRp sekvence, pa su tako Gl podelili na 14, a Gll na 17 genotipova. Prema
najnovijim istrazivanjima trenutno ima 33 genotipova norovirusa (GI-9; Gl1I-19; GlII-2;
GIV-2; GV1).

U poslednjoj deceniji sojevi koji pripadaju genotipu NoV Gll.4 odgovorni su za
vecinu velikih epidemija, kao i za sporadi¢ne slucajeve gastroenteritisa (VanBeek i sar.,
2013). Medutim, NoV GIL.P17-GII.17 genotip se pominje kao glavni uzrok pojave
gastroenteritisa u Kini i Japanu u periodu 2014/2015. godine (Gao i sar. 2015; Lu i sar.
2015). U Evropi se ovaj soj pojavio u Italiji 2015. god. kod dece u dve razlicite
italijanske regije (Medici i sar., 2015).

10
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Slika 3. Norovirusne genogrupe i genotipovi (Atmar i sar., 2010)

2.2.2. Replikacija virusa

Norovirusi su RNK virusi koji se ne mogu gajiti na kulturama ¢elija, te je samim
tim nemoguce u potpunosti pratiti i opisati njegovu replikaciju (Atmar, 2010). Ova
nemogucnost kultivacije moze biti posledica kocenja virusnog replikacijskog ciklusa,
jer virusne Cestice ulaze u domacinsku ¢eliju nakon vezivanja za njene receptore 1 gube

omota¢ neophodan za oslobadanje virusne RNK u citoplazmu.

11
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Replikacija Calicivirusa sli¢na je ostalim RNK virusima. Model za ispitivanje
norovirusa je Misji norovirus (MNV), jer samo on moze da se gaji na kulturi celija.
Inficirani miSevi razvijaju simptome gastroenteritisa, pa tako ovo otkri¢e ima potencijal
da postane buduc¢i model za kultivisanje norovirusa (Hyde i Mackenzie, 2012). Virioni
se vezu za specifiéne receptore na ciljnoj ¢eliji, ulaze u ¢eliju 1 ispustaju svoj genom u
njenu citoplazmu. Glavna komponenta specificnih receptora su ugljeni hidrati, kao $to
su u slu¢aju ljudskih norovirusa histo-blood group antigens (HBGAS). Interakcijom
¢elijskog translacijskog mehanizma sa genomski-vezanim proteinom VPg, zapocCinje
prepisivanje bududeg pozitivno orjentisanog genoma, RNK genom se otpusta u

citoplazmu i ponasa se kao mRNK (Slika 4.) (Thorn Goodfellow,2014)
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Slika 4. Replikacijski ciklus norovirusa (Thorn i Goodfellow, 2014)
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2.3. Epidemioloski podaci

Virusi su Siroko rasprostranjeni u zivotnoj sredini, naroCito u hrani i vodi
(Rzezutka i Cook, 2004). Norovirus je Cest uzro¢nik epidemijskog gastroenteritisa i
okarakterisan je kao glavni uzro¢nik oboljenja prenosivih hranom. Po poslednjem
izvestaju Evropske agencije za bezbednost hrane (EFSA) iz 2015. godine, najznacajniji
uticaj na zdravlje ljudi od svih uzocnika koji se prenose hranom, imaju upravo
norovirus 1 hepatitis A virus. Pored njih zabelezena su oboljenja izazvana i slede¢im
virusima: adenovirus, astrovirus, coronavirus, flavivirus, hepevirus, influenza A virus,
henipavirus, kobuvirus, enterovirus, hepatovirus, rotavirus (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC, 2011). Norovirus je odgovoran za oko 50% svih
zabeleZenih epidemija gastroenteritisa u Evropi, ali 1 u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (u rasponu od 36%- 59%) (Patel i sar., 2009).

Norovirusne infekcije javljaju se uglavnom u polu-zatvorenim ustanovama, kao
Sto su staracki domovi, Skole, brodovi za krstarenje, bolnice ili vojne ustanove
(Sugieda, 1998) (Slika 5.).

Norovirus moze izazvati infekcije tokom cele godine, ali u predelima sa
umereno kontinentalnom klimom c¢escée se javlja u zimskim mesecima (Lopman, 2009).
Ranije objavljene studije koje su ispitivale prisustvo norovirusa u Skoljkama na teritoriji
Velike Britanije ukazale su na jasnu sezonsku varijaciju pojave virusa u zimskom
periodu godine, od oktobra do marta (Lowther i sar., 2010).

Na stopu akumulacije virusa u Skoljkama 1 njihov metabolizam uticaj imaju i
uslovi Zivotne sredine, poput temperature i saliniteta mora, ali i fiziologija samih Skoljki
(Nappier i sar., 2008).

Rasprostranjenost norovirusne infekcije i tacan broj obolelih tesko je utvrditi 1
zbog Cinjenica da bolest proti¢e u akutnom toku, uglavnom se brzo zavrsi, mali je broj
prijavljenih slucajeva, te usled toga Cesto postoji nedostatak potpunih izvestaja od strane
zdravstvenih ustanova.

Tokom ispitivanja epidemioloSke situacije koristi se nekoliko metoda, kao $to
su: utvrdivanje pojave bolesti, ispitivanje okoline, povezivanje Skoljki sa nac¢inom
njihovog uzgoja, eventualni podaci o fekalnom zagadenju proizvodnog podrudja i

laboratorijska istrazivanja (Berg i sar., 2000). Konzumacija kontaminiranih sirovih ili
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nedovoljno toplotno obradenih Skoljki, moze dovesti do epidemije gastroenteritisa, Sto
predstavlja globalni problem. Obrada $koljki samo na pari, ne spre¢ava pojavu bolesti,
jer i mala koli¢ina virusa ostala nakon obrade moze dovesti do pojave bolesti (Kirkland
i sar. 1996).

Prvo povezivanje izbijanja akutnog gastroenteritisa sa konzumacijom sirovih
Skoljki, zabeleZeno je u zimu 1976/1977. godine u Velikoj Britaniji (Appleton i Pereira,
1977). U Floridi je 1995. godine, doSlo do izbijanja gastroenteritisa uzrokovanog
konzumacijom skoljki, s tim da je 67% ljudi konzumiralo termicki obradene Skoljke, ali
je uprkos tome, doslo do razvoja bolesti (McDonnell i sar., 1997). The European Rapid
Viruses in food (FBVE) zajedno sa Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF)
prijavio je 23 epidemije u periodu od 2001-2007. godine koje su povezane sa
konzumacijom virusno kontaminiranih malina i Skoljki. Simptomi bolesti
prouzrokovane norovirusom uglavnom su blagi i brzo prolaze, pa je broj prijavljenih
epidemija izazvanih virusima, kako na lokalnom, tako i na medunarodnom nivou jako
mali i ne daje pravu sliku o njihovoj ozbiljnosti (Tam CC, 2003).

U studiji sprovedenoj 2004. godine u ltaliji, iz dagnji su izolovane obe
genogrupe (GI i GII) istovremeno, a soj NLV/Tarrag/238/2001/Sp je izolovan i iz
Skoljki, i iz klini¢kih uzoraka, §to je dokaz povezanosti klinickih slucajeva sa
konzumiranjem skoljki (Prato i sar, 2004). Tokom zime 2012.-2013. godine u Italiji je
zabeleZzena pojava norovirusne infekcije kod 28,9% dece hospitalizovane zbog
gastroenteritisa, a tipizacijom je utvrdeno da se radi o GIL.4 Sydney 2012 novoj
cirkulisuéoj varijanti, koja je prikazala promene epidemiologije NoV zabelezene na
globalnom nivou. (Giammanco i sar., 2013.).

Izolacijom virusa dokazano je da kontaminirana hrana iz jedne drZzave mozZe

izvozom izazvati izbijanje bolesti u drugoj drzavi (Lopman i sar., 2003).
2.4. Patogeneza norovirusa

Vecina virusa koji se prenose hranom ljudskog su porekla, a izvor virusne
kontaminacije u vecini slucajeva poti¢e od ljudskog fekalnog materijala. Norovirus se

prenosi kontaktom sa osobe na osobu (27%), ali najées¢e kontaminiranom hranom

(50%) kao Sto su Skoljke ili jagodicasto voce, ili kontaminiranim fekalnim vodama
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(38%) (Matthews i sar., 2012). Medutim, deSava se da izvor kontaminacije u nekim
epidemijama i ne bude otkriven (43%) (Goodgame, 2001; Winddowson i sar., 2005;
Svraka i sar., 2007).

Sirenje virusa pojagano je u periodima godine kada ima jakih kisa i kada dolazi
do topljenja snega, jer se spira zemljiste i virusi zajedno sa poljoprivrednim otpadom
odlaze u reke, jezera i mora (Wyn-Jones i sar., 2011). U mnogim zemljama, obale koje
se koriste za uzgoj Skoljki namenjenih za ljudsku ishranu, izloZene su ljudskom
fekalnom zagadenju odnosno ispustima kanalizacije, spiranju zemljiSta i u blizini su
luka za pristajanje brodova (Lee R, 2010). Pored primarne, do naknadne kontaminacije
hrane moze doé¢i i u bilo kojoj fazi proizvodnje ili distribucije hrane, kao i pri samoj
manipulaciji hranom od strane inficiranih osoba, narocito ukoliko se hrana naknadno

termicki ne obraduje (Koopmans i Duizer, 2004; Atmar, 2010).

= Putem hrane

m Sa o0sobe-na osobu
» Putem vode

= Nepoznato

® Restorani

u Skole

Staracki domovi
s Turisticki brodovi
» Nepoznato

Slika 5 : Karakteristike norovirusne infekcije. A. Putevi prenosa, B. Mesta na kojima
epidemije najcesce izbijaju (http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/revb/gastro/norovirus-
factsheet.htm.)

PrenoSenje virusa sa zivotinja na ljude jo$ nije zabelezeno, ali se smatra da
postoji moguénost zoonotske infekcije. Radene su studije na gnotobiotickim prasadima

kod kojih je seroloski detektovan humani norovirus (Farkas i sar., 2005), a o¢ekuju se i
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rezultati koji ¢e pokazati da li pronadena antitela na novootkivenu genogrupu (GVI)
dovode kod ljudi do pojave klini¢kih simptoma bolesti i da li su zivotinje rezervoar iz
kojeg se mogu pojaviti novi sojevi (Mesquita i sar., 2013) (Slika 6.).

Sekundarno prenoSenje infekcije norovirusima podrazumeva naglo Sirenje u
zatvorenim okruzenjima u kojim se sluzi ista hrana vecem broju ljudi, poput
zdravstvenih ustanova, skola, starackih domova i brodova za krstarenja (Lopman i sar.,
2004) (Slika 5.).

Slika 6: Putevi prenosenja norovirusa

Norovirus je najslabije okarakterisan RNK virus zbog ¢injenice da, i uprkos
brojnim poku$ajima (Duizer i sar., 2004; Papafragkou i sar., 2013; Takanashi i sar.,
2013), grupa koja dovodi do infekcije ljudi (HuNVs) i dalje ne moze da se uzgaja na
¢elijskoj kulturi. Za ispitivanje patogeneze norovirusa 1 njegovog Sirenja u Zivotnoj
sredini, koriste se takozvani surogat virusi (mis§ji ili pse¢i norovirus), koji esto reaguju

na stresne faktore razli¢ito od humanih sojeva. D’Souza i saradnici (2014) koristili su
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model macjeg Calicivirusa (Feline Calicivirus, FCV) i miSijeg norovirusa kao
eksperimentalne modele za utvrdivanje karakteristika norovirusa i efikasnosti metoda
inaktivacije.

Iako se norovirusi ne razmnozavaju niti proizvode toksine u hrani, ona sluzi kao
sredstvo za njihovo pasivno prenosenje. Razli¢iti faktori doprinose nastanku bolesti:
niska infektivna doza, odsustvo dugotrajnog imuniteta, stabilnost virusa u okolini i
mogucnost razli¢itih na¢ina prenoSenja (Rizzo i sar., 2007). Infektivna doza je svega 10-
100 virusnih cCestica (Bresee i sar., 2002), a u fecesu je prisutan u visokim
koncentracijama i do 10 — 10** kopija virusa po gramu (Atmar i sar., 2008).

Virusi ne inficiraju ¢elije domacina nasumice, ve¢ ispoljavaju tropizam prema
odredenim grupama. Kada dovedu do invazije ¢elija, preuzimaju kontrolu nad njihovim
metabolizmom 1 sintetiSu viralne proteine i nukleinske kiseline koris¢enjem celijskih
enzima. Replikacija virusa uglavnom se odvija u mukoznom endotelu tankog creva, sto
rezultira skra¢ivanjem crevnih resica, a patoloske promene se odlikuju hiperplazijom
¢elijskih kripti (Caul, 1996).

Poznata su dva mehanizma otpornosti na norovirusnu infekciju: genetska
predispozicija i ste¢eni imunitet (Atmar, 2010).

Genetska predispozicija izloZzenih potroSaca bitan je faktor u razvoju bolesti (Le
Guyader i sar., 2009). Dokazano je da se NoV veze za antigene tkivno-krvnih ¢elija,
(HBGAS) i da preko njih ispoljava svoje dejstvo. Eksperimentalnim ispitivanjima
ustanovljeno je da je za osobe sa krvnom grupom ,,B imaju manju verovatnocu da se
razbole nakon izlaganja virusu, jer se VLPs (engl.Virus-like particles) norovirusa in
vitro slabije vezu za trisaharide te krvne grupe (Hutson i sar., 2002). U sintezi ovih
tkivno-krvnih ¢elija ucestvuju brojni enzimi, ukljucujuéi fukozil-transferazu 2 (FUT-2),
Lewis-ov enzim (FUT3) i A i B enzimi. Enzim FUT-2 je veoma vazan u prijemc¢ivosti
na infekciju, tako da su osobe koje ga ne poseduju otporne na vecinu sojeva ovog
virusa. Smatra se da jedna osoba moze biti osetljiva na jedan ili viSe genotipova virusa
(Atmar, 2010). Osobe koje su prelezale infekciju jednim genotipom neke genogrupe
norovirusa, mogu se inficirati sa nekim drugim. Model vezivanja virusa varira izmedu
genotipova, pa Cak i unutar istog genotipa (Lindesmith i sar., 2008).

Drugi mehanizam rezistencije na NoV je steCeni imunitet. Osobe koje su razvile

simptome infekcije, narednih 6-14 nedelja, ukoliko su izlozene istom soju virusa ne
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oboljevaju (Parrino i sar., 1977). Taj imunitet ne traje dugo, specifi¢an je samo za taj
soj, tako da je mogucée da se bolest ponovo pojavi nakon 2-3 godine. Jo$ uvek nije
potpuno razjaSnjeno kako se imunitet razvija, ali se smatra da su za to odgovorni

antigeni koji blokiraju VLPs da se vezu za HBGA (Atmar, 2010).

2.4.1. Klini¢ka slika

Simptomi infekcije izazvane norovirusom su uglavnom blagi i karakteriSu se
naglom pojavom povracanja i vodenastim dijarejama, dok je smrtnost izuzetno retka
(Atmar, 2010). Tok infekcije je brz, traje 24 do 48 sati, sa razvojem simptoma od 12 do
maksimalnih 72 sata. Bolest obi¢no spontano prestaje i ne ostavlja znacajnije posledice.
Subklinicka infekcija je Cesta i utvrdena je kod tre¢ine eksperimentalno inficiranih
osoba. Dominantan klini¢ki simptom je povraéanje, dok se kod starijih osoba uglavnom
javlja dijareja (Hutson i sar, 2004).

Oboljenje najéesce traje 2-3 dana, a komplikacije se mogu javiti kod dece,
starijjth 1 imunokompromitovanih osoba, kada moze do¢i do dehidracije, bubrezne
insuficijencije, instravaskularne koagulacije i hroni¢ne dijareje koja moze trajati i
nekoliko meseci. Smrtni slucajevi zabelezeni su uglavnom medu stanovnicima starackih
domova (CDC, 2007). Iako bolest traje samo par dana, izbacivanje virusa se moze

nastaviti i do 60 dana nakon prestanka simptoma.

2.5. Dagnje kao izvor virusne infekcije

Plodovi mora predstavljaju vazan izvor proteina, esencijalnih masnih kiselina,
vitamina i1 minerala u ishrani stanovniStva u mnogim krajevima sveta, naroCito u
priobalnih podru¢jima. Prema najnovijim izvestajima FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) iz 2014. godine, proizvodnja morskih plodova na
globalnom nivou trebalo bi da dostigne 172 miliona tona do 2021. godine, S§to bi
predstavljalo rast od 15% u odnosu na period od 2009-2011. godine. Svetska
proizvodnja Skoljki u poslednjih 60 godina porasla je na 13,5 miliona kg, koliko je
izmereno u 2011.godini.
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Proteini ¢ine oko 60% mase mekog tkiva dagnje i visoke su bioloske vrednosti.
Bogate su i vitaminima (niacin-vitamin B3, tiamin-B1 i riboflavin-B2), ali i mineralima
i esencijalnim i neesencijalnim mikroelementima, ¢iji nedostatak moze izazvati
probleme u toku rasta i razvoja, posebno kod dece (Subasinghe i sar., 2009).

Skoljke se hrane filtracijom morske vode, dnevno i do 20 litara prode kroz
njihov organizam. Okarakterisane su kao Cesti prenosioci i virusnih bolesti jer vodom ne
samo da unose fitoplankton, zooplankton 1 neorganske materije, ve¢ takode mogu
akumulirati i patogene ukoliko su prisutni u vodenoj sredini (Lees, 2000). Voda sa
kiseonikom i hranljivim materijama ulazi sa zadnje ventralne strane (ulazni sifon) kroz
ljusture u telo skoljke, zatim prolazi kroz Skrge i vraca se na mesto sa kojeg je usla.
Voda sa nesvarenom hranom 1 Stetnim materijama izlazi kroz mali, izlazni sifon. Hranu
pronalaze preko nervnog sistema, odnosno preko posebno razvijenog cula za
pronalazenje hrane. Digestivni trakt se sastoji od jednjaka, Zeluca i creva. Digestivne

zlezde luce enzime koji vare hrane i izlivaju se preko diverkuluma u zeludac (Slika 7.)

[wrecTuBHa xne3aa

e Ynasuu cudoH
WU3na3um cudoH
MnawTt
Lipeso
Lkpre

MonHe wnesge

Slika 7. Anatomska grada skoljke
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Bakterije i virusi ostaju zarobljeni u sluzi dagnje, a zatim ih sluz potisne u
digestivnu zlezdu, gde se patogeni koncentriSu. Koncentracija virusa u $koljkama za
samo nekoliko sati moze biti i do 1000 puta veca od koli¢ine virusa u okolnim vodama.

Ishrana dagnje u vodenoj sredini mozZe biti razliita. Iako u ishrani dominira
fitoplankton, mogu se hraniti i finim organskim detritusom, razgradenim organskim

materijama, raznim bakterijama, mikrozooplanktonom ali i neorganskim ¢esticama.

Najvaznije grupe fitoplanktona za ishranu dagnji su:
» Alge-dijatomeje (Bacillariophyta)

» Dinoflagelate (Dynophyta)

> Silikonflagelate ( Chrysophyceae)

Zbog nacina ishrane, skoljke se mogu smatrati bioindikatorima kontaminacije
vodene zivotne sredine (Suffredini i sar., 2012). Vrsta koja se pokazala kao najbolji
bioindikator u priobalnim podru¢jima svakako je dagnja Mytilus galloprovincialis,
pripada porodici Mytilidae, a pored nje uzgaja se jos i Mytilus edulis. Zivi u gustim
kolonijama, pri¢vr§éena za ¢vrstu podlogu, kamen, druge skoljke, stubove, konopce,
bove ili brodove. MoZe narasti do 15 cm 1 posti¢i masu od 200 g. Ovim dagnjama
odgovaraju podruc¢ja bogata planktonom, organskim detritusom i umerenim dotokom
slatke vode, pa mogu da opstanu i u zagadenim vodama luka i oko kanalizacionih
otvora, §to predstavlja naro€itu opasnost sa aspekta bezbednosti hrane.

Glavna opasnost u vezi sa konzumacijom Skoljki, narocito kada se jedu sirove ili
nedovoljno kuvane, jeste €injenica da voda u kojoj se gaje moze biti kontaminirana. S
obzirom da kuvanje dovodi do promena njihovih organoleptickih karakteristika i
nutritivne vrednosti, ¢esto se sluze nedovoljno termicki obradene (Lees i sar., 2010).
Skoljke nisu pasivni prenosioci virusa, ve¢ se oni specifino vezuju za specifi¢ne
ugljeno-hidratne ligande koji se nalaze u samom tkivu Skoljke (Burkhardt i Calci,
2000).

Na stopu akumulacije virusa mogu uticati i faktori zivotne sredine, poput
temperature 1 saliniteta mora, ali 1 fizioloski faktori samih dagnji, kao §to su veli€ina 1
vrsta. Velike Skoljke imaju kapacitet filtracije viSe vode 1 potencijalno su izlozenije

veéem broju patogena u kontaminiranim vodama (Nappier i sar., 2008).
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2.6. Uticaj fizicko-hemijskih parametara na otpornost norovirusa

Virusi koji se prenose hranom uglavnom su otporni na faktore zivotne sredine,
ukljucujuéi toplotu, promenu pH vrednosti, hladenje, zamrzavanje i stabilni su u
prisustvu lipidnih rastvaraca. Interesantan je podatak da je virus sa kompleksnijom
strukturom manje otporan u spoljas$njoj sredini i obrnuto. Norovirus ne poseduje lipidni,
ve¢ samo tanki proteinski omota¢ i zato ga metode koje se koriste za uniStavanje
bakterija (hladenje i zamrzavanje) ne inaktiviSu.

Kada dospe u zivotnu sredinu, virus je veoma otporan i dugo predstavlja
potencijalnu opasnost po zdravlje ljudi. Norovirus moze opstati u skoljkama jako dugo
(u morskoj vodi 1 do 130 dana) ¢ak i u sluc¢ajevima kada se one prenose u preciscene
vode ili u sisteme za depurifikaciju, postupkom koji inace efikasano eliminiSu
bakterijsko zagadenje Skoljki (Croci i Suffredini, 2003). Lamhoujeb i sar. (2009)
sproveli su zanimljivu studiju o opstanku norovirusa na povrSinama od nerdajuceg
¢elika 1 polivinil hlorida, a koje mogu da stupe u kontakt sa hranom. Zakljucili su da
virus moze da ostane infektivan i do 4 nedelje na ovim povrSinama pri sobnoj
temperaturi.

Medutim, na njegovu otpornost i opstanak u vodenim rezervoarima mogu uticati
odredeni faktori zivotne sredine, uglavnom kada deluju sinergisticki (Rzezutka i Cook,
2004).

Fizi¢ko-hemijski parametri morske vode, ukljucujué¢i temperaturu, salinitet, pH,
UV zrake, kao 1 sedimentacija virusa na dnu, uti¢u na njegovu otpornost i mogu da
dovedu do degradacije virusa i njegovog manjeg koncetrisanja u Skoljkama, ali imaju
uticaj i na sam metabolizam i rast $koljki (Maalouf i sar., 2010).

Optimalna temperatura morske vode za rast dagnji iznosi 15-25°C, a pri
temperaturama viSim od 25°C njihova bioloska aktivnost opada. Temperatura mora se
uz promenu spoljasnje temperature, sezonski menja. U letnjoj sezoni temperature na
povrsini vode su vece od onih izmerenih na dnu, dok je zimi obrnuto. Vise temperature
dovode do inaktivacije virusa zbog denaturacije proteina i nukleinskih kiselina, dok nize
temperature produzavaju opstanak virusa (Lipp i sar., 2001). Osim ultravisoke

temperature nema metode koja bi smanjila koncentraciju virusa za vise od 3 log
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vrednosti, a ako se hrana kontaminira nakon tretmana toplotom, virus ¢e dovoljno dugo
ostati aktivan da izazove infekciju. Richards (2012) je vrSio eksperiment u kome,
tokom 14 ciklusa zamrzavanja pri temperature od -80°C, a zatim zagrevanja pri +22°C
GIL.4 genotipa, nije uo¢io promene integriteta virusnog kapsida i promene stabilnosti
titra viralne RNK, §to dokazuje njegovu stabilnost u okolini.

Dagnjama odgovara salinitet mora od 5 do 40%o, ali je za najbrzi rast optimalan
salinitet u rasponu od 25-30%o. Takode, za rast im je vrlo vazan i prehrambeni
potencijal morske vode, tj. sastav 1 biomasa planktona i koli¢ina detritusa u morskoj
vodi (Seiderer, 1985). Salinitet raste u toku leta kao posledica povecane evaporacije i
malog dotoka slatke vode. U hladnijim mesecima intenzitet vetrova je znatno veéi, brza
su strujanja i vertikalno meSanje je daleko intenzivnije.

Pod pH vrednos¢éu morske vode podrazumeva se stepen kiselosti morske vode.
Kiselost nastaje usled prisustva kiselina u otpadnim vodama ili usled kiselih kisa. Wetz
I saradnici su 2004. godine ustanovili da pH zajedno sa salinitetom morske vode mogu
u odredenoj meri da uticu na inaktivaciju virusa.

Enteri¢ni virusi se mogu inaktivisati 1 ultraljubicastim svetlom koje ¢e oStetiti
nukleotide. Jedini nedostatak UV zraCenja je nemoguénost potpune penetracije u
matriks namirnice.

Ozon se veoma Cesto koristi kao sredstvo za unistavanje RNK virusa, jer dovodi
do peroksidacije proteinskog kapsida. Najcesce se koristi ozonska voda za ispiranje,
medutim dokazano je da utie na promenu mirisa i ukusa namirnice (Hudson i sar.,
2004).

So, koje se vekovima koristila kao antimikrobno sredstvo, nema uticaja na
viruse. Dokazano je ¢ak da s§titi viruse kod visokog hidrostatskog pritiska, tokom
sterilizacije (Kingsley i sar., 2009). Veéina virusa koji se prenose hranom je otporna i
na dejstvo ultravisokog hidrostatskog pritiska, koji danas ima Siroku primenu u preradi
namirnica kao §to su $koljke, dZzemovi, mle¢ni proizvodi (Kingsley i sar., 2002).

Fotodinamska inaktivacija je koriS¢enje prirodnih fotosenzibilizatora (PS) 1
predstavlja obecavajucu strategiju za kontrolu razli¢itih patogena ukljucujuci bakterije,
gljivice, kvasce, protozoe i viruse (Luksiene i Brovko, 2013). Inaktivacija se postize
kombinovanim delovanjem boje (fotosenzitajzera), svetlosti i kiseonika koji u

kombinaciji dovode do toksi¢nog efekta (Jori i sar., 2011). Senzibilizatori od svetlosti

22



Pregled literature

stvaraju reaktivne kiseonicke molekule, koje ¢e dovesti do ostecenja celija i na kraju
apoptoze ili nekroze éelija i do éelijske smrti. Sirok spektar efikasnosti zajedno sa
mogucnoscu pokretanja procesa na licu mesta, najkorisnije su osobine ovog procesa
inaktivacije. Osim toga, nedavno su se u primeni nasli i prirodni fotosenzibilizatori,
poput hloroflina, alfa-terthienila, hipericina i kurkumina, koji se mogu koristiti u
kontroli patogena prenosivih hranom, kao i mikroorganizama kvara. Oni se dodaju
takode u rastvore za pranje ili u antimikrobne ambalaze (Luksiene i Brovko 2013).

Norovirusi su prili¢no otporni i teSko se eliminiSu iz tkiva Skoljki. Kao metoda
izbora najcesce se koristi kuvanje, medutim, temeljno kuvanje moze da promeni
organolepticke karakteristike dagnji. Metode koje se trenutno najéeSce koriste za
tretman Skoljki nakon izlovljavanja su depurifikacija i prenoSenje u precis¢eno prirodno
okruzenje.

Depurifikacija je komercijalna metoda za precis¢avanje Skoljki koja je u $irokoj
upotrebi Sirom sveta. Tokom depurifikacije, Skoljke su smestene U rezervoarima morske
vode, gde se ispiraju od fekalnih necistoca, najéeS¢e tokom 3 dana. Medutim,
istrazivanja mnogih laboratorija, ustanovila su da je vreme koje Skoljke provedu u
rezervoarima i uslovi koji se u njima nalaze nisu dovoljni za uklanjanje virusa, iako se
vrlo efikasno uklanjaju bakterijski i indikatorski mikroorganizmi.

Ograni¢en broj studija se bavio i1 uklanjanjem virusa sistemom prenoSenja
Skoljki u preciS¢eno prirodno okruZenje, deo mora, lagune onoliko dugo koliko je
potrebno da se smanji kontaminacija, kako bi bile bezbedne za ljudsku ishranu
(Richards i sar., 2010). Ova metoda se u viSe navrata pokazala kao efektivna, ali sa
nedostacima jer postoji mali broj podru¢ja koje su idealni za rast dagnji, kao 1 dodatni

ekonomski tro§kovi, koji ogranicavaju njenu upotrebu.
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2.7. Bioindikatori virusne kontaminacije

2.7.1. Bakterije indikatori fekalnog zagadenja

Najcesce koris¢ena metoda za ispitivanje prisustva virusa u Skoljkama koje se
koriste za ishranu ljudi je pracenje broja bakterija indikatora fekalnog zagadenja (Fecal
Indicator Bacteria, FIB), najceS¢e bakterije Escherichia coli u Skoljkama (Reg EC
854/2004).

Glavni problem sa bakterijama kao indikatorima je da one ne odrazavaju u
potpunosti prisustvo ostalih patogena kao Sto su virusi i paraziti, koji se ne mogu
razmnozavati u okruzenju posle napuStanja svog domacina. Tako su u nekim
slucajevima kada je broj bakterija bio na prihvatljivom nivou, virusi ipak pronadeni u
visokim koncentracijama (Fong i Lipp, 2005).

Nakon brojnih laboratorijskih analiza utvrdeno je da virusi mogu mnogo duze
opstati u Skoljkama nego bakterije, jer imaju vecu otpornost na pre€iS¢avanje. Stoga je i
ustanovljeno da FIB ne mogu dati preciznu procenu rizika od kontaminacije ovim
patogenom i adekvatno zastititi potrosac¢e (Schwab KJ, 1998). Prema istrazivanjima
Pommepuy i saradnika (2004), virusi mogu da prezive u morskoj sredini i vise od 30
dana, za razliku od bakterija koje zive od 0.3 - 6.6 dana (Whitehead i sar., 2016). E.coli
je dominantni predstavnik bakterija indikatora fekalnog zagadenja. Pripada
enterobakterijama 1 Siroko je rasprostranjena u crevima zdravih ljudi 1 drugih sisara.
Studije pokazuju da je broj bakterija koje se koncentrisu u skoljkama i do nekoliko puta
veci nego u okolnoj morskoj vodi (Prieur i sar., 1990).

Dagnje su prema vrednosti E. coli svrstani u mikrobioloSke kategorije (Tabela
1). Prema Evropskoj regulativi (Anon 2004a, RegEC 854/2004, Annex 11, Chapter I1)
0 zvani¢noj kontroli zivih Skoljki u klasifikovanim proizvodnim podrucijima, ta
podrucja moraju biti jasno ogranicena i podeljena u tri kategorije prema stepenu fekalne
kontaminacije i kontrolisana od strane nadleznog organa. Klasi A pripada ono
proizvodno podrucje odakle dagnje idu direktno na trziste bez predhodne obrade, u
njima broj bakterija E. coli ne sme pre¢i 230 MPN E.coli/100g. Te skoljke moraju da
ispune zdravstvene standarde regulisane odgovarju¢im Pravilnikom (Anon 2004a, Reg

EC 853/2004, Annex 111, Section VII, Chapter V).
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Nadlezni organ moze klasifikovati kao klasu B proizodno podrucje sa koga se
Skoljke mogu prikupljati i slati na trziSte za ljudsku ishranu nakon tretmana u centrima
za preciS€avanje tako da zadovolje zdravstvene standarde. U 90% wuzoraka Zivih
mekusSaca iz ovih oblasti broj E. coli ne sme pre¢i 4600 na 100 g mesa ili
intravalvularne te¢nosti, a u preostalih 10% uzoraka ne sme da prede 46.000 E. coli na
100 g mesa i intravalvularne te¢nosti.

Klasi C pripadaju skoljke koje imaju veci broj bakterija od navedenih i za njih su
potrebni visSemesecni tretmani u prec¢iS¢enim vodama da bi mogle da dodu do trzista i da
se konzumiraju bez ograniCenja.

Referentna metoda za ove analize opisana je u standardu Microbiology of food
and animal feeding stuffs. Horizontal method for the detection and enumeration of

presumptive Escherichia coli. Most probable number technique. 1ISO Norm 7251:2005.

Tabela 1. Klasifikacija dagnji i kontrolne mere po zahtevima Evropske Unije

Broj E.coli u svezoj

Klasifikacija 3 Kontrolne mere Ostali uslovi
dagnji
| <230 MPN Mogu se Koristiti Moraju biti zive i
Klasa A : direktno za prodaju higijenski ispravne u
E.coli/100g trenutku prodaje
<4,600 MPN Pre slanja na trziste Obavljen proces
Klasa B E.COli/lOOg y 90% ) moraju pI‘OS'lvlfl‘OZ ) preciscavanja.
Sisteme za preciscavanje
uzoraka
<46,000 MPN Moraju da budu u Obavljena toplotna
E coli/100 sistemima za obrada ili proces
Klasa C ' g prediséavanje duze od 2 | preéiéavanja odredeni
meseca ili se moraju vremenski period
termicki obraditi.
Neklasifikovano- Vise od 46,000 MPN Ne koristi se u ishrani
. ljudi
Zabranjeno E.coli/100g !

Morska voda se takodje moze razvrtati na osnovu na osnovu Uredbe o Klasifikaciji i
kategorizaciji povrSinskih i podzemnih voda, ,,Sluzbeni list Crne Gore”, br. 2/07 u 3
klase i to:

1) Kklasu S - vode koje se mogu Koristiti za uzgoj plemenitih vrsta ribe (salmonida);

2) Kklasu S - vode koje se mogu koristiti za uzgoj $koljki;

25



Pregled literature

3) klasu C - vode koje se mogu Kkoristiti za uzgoj manje plemenitih vrsta riba

(ciprinida).

Da bi se uzgajaliste svrstalo u klasu S mora imati ogranieni broj bakterija: broj

ukupnih koliforma do 100/100 ml i fekalnih koliforma do 300/100 ml.

Sto se ti¢e ostalih mikroorganizama koji se ispituju u morskoj vodi, broj
intestinalnih enterokoka treba da bude do 100/100 ml, dok E.coli moze imati do
250/100 ml morske vode (Uredba o Klasifikaciji i kategorizaciji povrsinskih i

podzemnih voda, ,,Sluzbeni list Crne Gore”, br. 2/07).

2.7.2. Bakteriofagi

U novije vreme se sve vise uvida neprikladnost koliforma kao indikatora
prisutva virusa u moru, jer je uocena slaba numeroloska korelacija medu njima. Stoga
mnogi naucnici preporuc¢uju koris¢enje bakteriofaga, umesto koliforma, kao virusnih
indikatora. Bakteriofagi su virusi koji inficiraju i razmnozavaju se u bakterijama, a
sli¢ni su virusima koji dovode do oboljenja ljudi (Mariam i Cliver, 2000). Uslovi koje
bakteriofag treba da ispunjava su sledeci: da bude specifi¢an, da se iskljucivo javlja u
ljudskom fecesu 1 kanalizaciji; da se ne razmnozava u okruzenju; da se javlja u ve¢em
broju nego virusi; da bude dugovecan; da se detektuju jeftinim 1 jednostavnim
metodama; da karakteristike koje pokazuje u vodi budu slicne onima u samim virusima
(Hurst i sar. 1994). Flannery i saradnici su 2009. godine ispitivali vezu izmedu pojave
FRNA bakteriofaga i norovirusa, pri ¢emu su dobili jasnu korelaciju i zaklju¢ili da ga
treba uzeti u obzir prilikom izrade procedura za upravljanje rizikom.

Razli¢iti genotipovi F+ bakteriofaga su predlozeni kao indikatori fekalnog
zagadenja, ljudskog ili zivotinjskog (Lee i sar., 2011). Kada govorimo o koncentraciji,
bakteriofaga ima manje nego bakterijskih indikatora, ali oni mogu da prezive razlicite
procese i duze da opstanu u okruZenju, te imaju vecu sli¢nost sa virusima (Schaper i

sar., 2002).
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2.7.3. Fitoplankton

Fitoplanktonski organizmi su primarna karika u lancima ishrane, odnosno
primarni producenti organskih supstanci u morskoj vodi. Sa jedne strane se istice
njihova vaznost u ishrani, a sa druge strane njihov povecan razvoj moze da dovede do
nezeljenih posledica za ekosistem. Alge su osetljive na kvalitativne 1 kvantitativne
promene osobina vode, pa se zato javljaju kao znacajni indikatori stepena zagadenosti
voda. Od mikroplanktonskih komponenata, dijatomeje su bile dominante na svim
pozicijama. One su prisutne tokom citave godine, s tim da se bolje razvijaju u zimskim
mesecima $to se moze objasniti time da je ova fitoplanktonska grupa karakteristi¢na za
hladniji period, period manjeg saliniteta i temperature, a dinoflagelati dominiraju u
toplijem periodu, s obzirom da preferiraju veéi salinitet i temperaturu i manju
turbulenciju vodenih masa.

Hlorofil a se veze za dinamiku fitoplanktonske komponente, odnosno izrazava
biomasu fitoplanktona (mg m™). Nakon zimske cirkulacije i mesanja slojeva vode, u
prole¢nim mesecima (april 1 maj), raste temperatura vode i intenzitet svetlosti u fotickoj
zoni, te su nutritijenti, uneti padavinama i podvodnim izvorima, prisutni u dovoljnoj
koli¢ini pa dolazi do brzog i intenzivnog razvoja fitoplanktona, a time i hlorofila a, koji

sa porastom gustine tro$i dostupne materije.

2.8. Dijagnostika norovirusa

Monitoring za norovirus u slozenim matricama kao S$to je hrana, odnosno
Skoljke, zahteva osetljive 1 specificne metode koje mogu da detektuju niske koli¢ine
virusa. S obzirom da norovirus ne moZe da se uzgaja na kulturama celija, upotreba
osetljivih metoda molekularne dijagnostike je od sustinskog znacaja.

Primarna dijagnostika NoV infekcije 1970-tih i 1980-tih obavljana je
elektronskom mikroskopijom, ili neSto osetljivijom imunskom elektronskom
mikroskopijom (Atmar i Estes, 2001), da bi tokom poslednjih decenija znatno
napredovala i danas se primenjuju osetljivije molekularno-bioloske metode kao $to su

enzimski-vezani imunosorbentski testovi (Enzyme-linked immunosorbent assay,
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ELISA) i lanCana reakcija polimerazom koja predstavlja zlatni standard (Atmar, 2010).
Metode kao Sto su elektronska mikroskopija i ELISA su korisne ukoliko imamo
klinicke uzorke, koji su bogati virusima, ali uzorci hrane, kao sto su Skoljke, odnosno
zivotne sredine, zahtevaju primenu drugih molekularnih dijagnostic¢kih tehnika (EFSA,
2012).

Tkivo koje predstavlja uzorak za ispitivanje je hepatopankreas, odnosno
digestivna Zlezda, koja ¢ini desetinu ukupne mase dagnji, ali je koncentracija virusa u
njoj najmanje za 2 log vrednosti ve¢a nego u drugim organima kao Sto su Skrge 1 plast

(Maalouf i sar., 2011).

Detekcija enteri¢nih virusa iz Skoljki protic¢e u 3 koraka:
1. Ekstrakcija virusa iz matriksa hrane
2. Precis¢avanje ekstrahovanih virusnih nukleinskih kiselina

3. Molekularna detekcija

Cilj virusne ekstrakcije je da se iz uzorka velike zapremine ,uhvati“ 1
koncentriSe $to viSe virusnih Cestica. Ono Sto se Cesto deSava pri ovoj operaciji jeste
gubitak virusa u toku manipulacije ili ekstrakcije ne samo virusnih ve¢ i raznih drugih
inhibitornih Cestica (polisaharida, proteina, glikogena, soli, lipida) koje mogu ometati
dalji tok reakcije (Sair i sar., 2002).

Pre¢iS¢avanjem virusnih nukleinskih kiselina obezbeduje se eliminacija
pomenutih supstanci.

Postoje razliCite metode, ali danas se najviSe koristi koncentracija alkalnim
elucionim puferima 1 polietilen glikolom (PEG) ili koriS¢enjem Proteinaze K.
Koris¢enje proteinaze K odobrena je od strane CEN/TC275/WG6/TAG4 radne grupe
kao metoda izbora za ekstrakciju enteri¢nih patogena iz tkiva Skoljke (Lees, 2010). Ova
supstanca dovodi do digestije, oslobada virus iz tkiva Skoljke 1 dovodi do oStecenja
virusnog kapsida ¢ime se oslobadaju nukleinske kiseline (Stals i sar., 2012).

Ekstrakcija nukleinskih kiselina postize se kori§¢enjem gvanidijum-tiocijanata ili
danas dostupnih kompleta hemikalija kao Sto su QIAamp ili RNeasy kits (Qiagen) ili

NucliSens (Biomérieux).
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Dalje sledi molekularna detekcija virusa koja se obavlja metodom PCR
(Polymerase chain reaction) koju je uveo je Kary Mullis, 1983. godine, dok je Real
Time RT- PCR tehnika prvi put postala dostupna 1992. godine zahvaljuju¢i Higuchi i
saradnicima. Predstavlja najosetljiviju metodu za otkrivanje prisustva NoV u klini¢kim
uzorcima, jer moze da detektuje i manje od 10 kopija virusa i da ih prevede u vise
miliona kopija (Atmar, 2010).

Princip funkcionisanja Real Time RT- PCR je da se tokom reakcije meri koli¢ina
akumuliranog PCR proizvoda i to tako S§to se u klasicnu reakcionu smeSu dodaje
fluorescentna boja koja se, po okoncanju svakog ciklusa, interkalarno veze za
novosintetisani DNK fragment. Kompjuterski kontrolisana CCD kamera potom snima
intenzitet svetlosti koju UV-pobudena boja emituje iz reakcione smese. Real Time PCR
sistem uporeduje intenzitet fluorescencije u odnosu na svaki ciklus i prikazuje kinetiku
procesa u obliku amplifikacione krive. U prvim ciklusima reakcije ne postoje merljive
varijacije intenziteta fluorescencije, ali u tom periodu se definiSe prvi znacajni
parametar-bazna linija amplifikacione krive. Povecanje fluorescencije iznad bazne linije
predstavlja pocetak faze akumulacije DNK proivoda. Drugi znacajan parametar je linija
praga. Ova linija je paralelna baznoj liniji, a preseca amplifikacionu krivu u fazi
eksponencijalnog rasta intenziteta fluorescencije.

Amplifikaciona kriva svakog ispitujueg uzorka preseca liniju praga u
odredenom ciklusu reakcije. Taj ciklus naziva se ciklus praga (threshold cycle) i
oznacava kao Ct. Linija praga tako predstavlja pocetnu koli¢inu ispituju¢e DNK.

Real Time PCR sa upotrebom TagMan fluorescentne probe (Slika 8.) zasniva se
na detekciji fluorescentnog signala, koji se proizvodi proporcionalno sa amplifikacijom
PCR proizvoda. TagMan proba je oligonukleotid, dizajniran tako da na svom 5' kraju
ima “reporter”, molekul koji fluorescira (najcesc¢e 6-carboxyfluorescein [6-FAM]), a na
suprotnom kraju molekul koji predstavlja priguSiva¢ fluorescencije “Quencher” (6-
carboxytetramethyl-rhodamine [TAMRA]). “Reporter” molekul konstantno emituje
fotone, ali fotonska energija se prenosi na “Quencher” molekul bez emitovanja svetlosti.
Kada se oni medusobno udalje, prilikom amplifikacije PCR proizvoda, emituje se
svetlost. Koli¢ina fluorescencije oslobodena tokom amplifikacije, proporcionalna je

koli¢ini proizvoda proizvedene u svakom ciklusu.
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TagMan probe ‘

.
Slika 8. TagMan proba sa “Reporter” i “Quencher” na krajevima

Ciljna regija ovog testa koji se koristi za detekciju norovirusa je konzervativna
regija genoma koja ukljuCuje polimerazu (regija A), spoj ORF1/ ORF2 (regija B) 1
podru¢ja u genu za sintezu VP1 (regija C i D) (Green, 2007). Specifi¢nost testa
potvrdena je hibridizacijom amplikona, a podaci sekvenciranja mogu se Koristiti za
genotipizaciju u epidemioloskim molekularnim istrazivanjima (Yee i sar., 2007; Le
Guyader i sar., 2008).

Danas dostupni PCR testovi koji omogucavaju mnogo brzu procenu klini¢kih
uzoraka i glavna su tehnika detekcije NoV iz hrane, vode i drugih uzoraka imaju i svojih
nedostataka (Lopman i sar., 2012). Detekcija NoV genoma u uzorku ne pruza
informacije o infektivnosti virusnih Cestica iz kojih poticu, i stoga je teSko proceniti
stvarnu opasnost za zdravlje Coveka.

Najvece ogranic¢enje ove tehnike jeste izbor prajmera i proba, uz pomo¢ kojih ¢e
se otkriti svi, ili barem vecina sojeva virusa. Do danas nije pronaden test koji bi mogao
da otkrije sve sojeve norovirusa. Regioni koji se koriste za genotipizaciju 1 lakse
otkrivanje genotipova norovirusa su polimeraza region (regija A), preklapanje
ORF1/ORF2 regije (region B), kao 1 podru¢je u kome se nalazi VP1 protein u ORF2
regiji (region C i D) (Vinjé i sar., 2004) (Slika 9).
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Slika 9. Podrugja virusnog genoma koji se koriste za genotipizaciju (Vinjé i sar., 2004).

Specificnost testova moze se utvrditi pomocu hibridizacionih proba ili
sekvencioniranjem odnosno utvrdivanjem redosleda amplifikona, koje dalje mogu
posluziti za epidemioloske molekularne studije (Atmar, 2010; Le Guyader i sar., 2008).
Reakcije dokazivanja GI i GII genogrupe rade se odvojeno, jer nije moguce razviti
jedinstveni set prajmera koji je unakrsno reaktivan za obe genogrupe. Ciljni region je
najcesce region preklapanja ORF1-ORF2, izabran od strane grupe za standardizaciju
CEN/TC275/WG6/TAG4 (Loisy i sar., 2005, Le Guyader i sar., 2009). Pomenuta
nadleZna organizacija takode je odabrala i slede¢i set prajmera koji se koristi za dokaz
norovirusa iz Skoljki: QNIF4, NVILCR 1 NVI1LCpr (GI) 1 QNIF2d, COG2R 1 QNIFS
(GII) (Le Guyader i sar., 2009).

Za uspesnu reakciju neophodne su pozitivne i negativne PCR kontrole. Kontrola
same reakcije najces¢e se obavlja pomocu metode detekcije Mengo virusa - MCO
(EFSA, 2012).

»Zlatnim standardom‘ u automatizovanom sekvenciranju oligonukleotida smatra
se 3730x] DNA Analyzer, koji radi na principu integracije viSebojnog fluorescentnog
obelezavanja, kapilarne elektroforeze i softvera za analizu podataka. Za sekvenciranje u
svrhu genotipizacije na ovom aparatu namenski se koriste ABI DNA Analyzer reagensi
i softver. Aparat koristi metodu Sangerovog dideoksi sekvenciranja. U normalnim
uslovima transkripcije ili replikacije DNK polimeraza dodaje nukleotide na postojeci
lanac (prajmer) sa 3’ krajem, tako $to formira vezu sa 5’ fosfatnom grupom nukleotida
koji se vezuju u narastaju¢i nukleotidni lanac, a elongacija se nastavlja u 5’- 3’smeru.
Osim uobicajenih A, G, C, T nukleotida, DNK polimeraza moze u lancu polimerizovati

i analoge nukleotidnih baza. Sangerova metoda koristi 2’, 3’-dideoksinukleotide,
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nazvane terminatori, jer im nedostaje 3’OH grupa, neophodna za formiranje
fosfodiestarne veze, tako da se dalja elongacija DNK lanca zaustavlja. Svaki od ova
Cetiri dideoksinukleotida je obojen razlic¢itom bojom.

U ovom sekvenatoru odvija se automatizovano fluorescentno sekvenciranje
koriséenjem vise razli¢itih fluorescentnih boja koje sluze kao markeri dideoksi baza. To
ima za posledicu da se rastuéi lanac novosintetisane DNK prekida, pri ¢emu CCD
kamera na optickom detektoru snima fluorescetnu boju na osnovu koje se detektuje

vrsta nukleotida (G, A, T, C).

2.9. Lecenje i prevencija norovirusne infekcije

Terapija norovirusne inekcije uglavnom je potporna: oralna rehidracija,
antiemetici, analgetici, lekovi za regulisanje rada creva. Pronalazenje specifi¢ne terapije
nije moguéa zbog nemogucénosti gajenja virusa na kulturama celija. Kod jako
dehidriranih pacijenata, tecnost 1 elektroliti se nadoknaduju intravenoznim putem,
uglavnom bez dodatne terapije (Atmar, 2010).

Mnogo veca paznja, bar kada su virusi u pitanju, posvecuje Se prevenciji.
Imunitet nakon preleZane bolesti obicno je kratak i usko je vezan samo za odredeni soj
virusa, a poznato je da je virus genetski raznorodan. Cesti su sludajevi i meSovitih
infekcija (Lees, 2000).

Trenutno ne postoji adekvatna vakcina za norovirus. Medutim, radi se na tome
da se aplikacijom VLPs sa adjuvansima postigne uspe$na imunska reakcija, ali je
otezano zbog velike genetske varijabilnosti virusa i1 pojave antigenskog drifta.
Pronalazak ovakve vakcine omoguéio bi nadzor nad preovladujuéim sojevima
norovirusa koji kruze u Zivotnoj sredini, kao Sto je slucaj kod vakcine protiv gripa (Koo

i sar., 2010).
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2.10. Preventivne i kontrolne mere

Sprovodenje odgovaraju¢ih preventivnih mera je od sustinskog znacaja za
kontrolu Sirenja virusa. Prvi korak u kontroli kontaminacije virusima je sprecavanje
direktnog kontakta fekalnog materijala (u nekim slucajevima i sadrzaja izbacenog
povra¢anjem) sa hranom. Takode, prevencija izlivanja otpadnih voda u uzgajalista je od
presudnog znacaja u kontroli virusne kontaminacije Skoljki. Nedostatak korelacije
izmedu indeksa fekalnih koliforma 1 prisustva crevnih virusa moze otezati
prepoznavanje zagadenja, kada do njega dode. U proizvodnim pogonima je neophodno
postovanje zahteva dobre higijenske i dobre proizvodacke prakse, s posebnim osvrtom
na li€nu higijenu radnika. Isto tako, pravilno odrzavanje licne higijene, ukljucujuci
upotrebu zastitne opreme i dekontaminaciju ruku radnika i radnih povrSina, predstavlja
prvu liniju odbrane za spreCavanje virusne kontaminacije, narocito hrane spremne za
konzumiranje (Ready to eat- RTE). Odgovarajuc¢e kontinuirane edukacije radnika koji
rukuju hranom su takode jedan od uslova primene preventivnih mera. Dekontaminacija
povrsina rastvorom natrijum-hipohlorita minimalne koncentracije od 1000 ppm, zabrana
radnicima da rukuju hranom tokom i 2-3 dana nakon prestanka simptoma bolesti, kao i
stroga higijena naroCito u zatvorenim objektima, kao Sto su zdravstene ustanove,
staracki domovi, vrti¢i i $kole (Koopmans i Duizer, 2004).

Sto se ti¢e $koljki, neophodno je da se proveri higijenski status uzgajalista i da se
temeljno obrade toplotom i1 kada su prosle proces depurifikacije. Da bi se izbeglo
zagadenje Zivotne sredine, potrebno je kontrolisati kanalizacione ispuste i kontrolisati

tretman otpadnih voda (Koo i sar., 2010).
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3. CILJEVI I ZADACI ISTRAZIVANJA

Virusi koji se prenose hranom predstavljaju sve veéi problem sa aspekta
bezbednosti hrane i javnog zdravlja ljudi. Prema poslednjem izvestaju EFSA-e (EFSA-
European Food Safety Authority) iz 2015. godine, norovirus je okarakterisan kao
najces¢i uzrotnik epidemija koje se prenose hranom. U nasoj zemlji ne postoje
relevantni podaci o prisustvu ovog virusa u Skoljkama na trzistu, koje su najznacajniji

prenosioci ovog oboljenja na ljude, a poti¢u iz crnogorskog akvatorijuma.

Zbog toga je stru¢no i nauc¢no opravdano, Sto je kao cilj istrazivanja u okviru ove
disertacije postavljeno, da se primenom molekularno-bioloskih tehnika utvrdi prisustvo,
kao i da se izvrSi identifikacija i genotipizacija norovirusa u dagnjama (Mytilus
galloprovincialis) poreklom iz crnogorskog akvatorijuma, tokom svih meseci u godini.
Pored toga, ispitala bi se filogenetska povezanost izmedu dokazanih izolata norovirusa
sa onim ranije detektovanim i opisanim u svetu. Takode, jedan od ciljeva je i da se
utvrdi medusobna povezanost izmedu prisustva norovirusa u Skoljkama sa: fekalnom
kontaminacijom dagnji (broj E. coli), fizicko-hemijskim parametrima kvaliteta morske
vode (temperatura, salinitet, pH, zasi¢enje kiseonikom), mikrobioloSkim parametrima
morske vode (ukupne i fekalne koliformne bakterije, E.coli i interstinalne enterokoke),

fitoplanktonskom komponentom i koncentracijom hlorofila a u akvatorijumima.

Za ostvarenje ovih ciljeva u okviru doktorske disertacije postavljeni su sledeci zadaci:

1. Prikupiti uzorke zivih dagnji (Mytilus galloprovincialis), tokom svakog
meseca, od jula 2015. do jula 2016. godine, iz 6 registrovanih uzgajaliSta sa razli¢itih

lokacija u Crnoj Gori.

2. Obraditi i pripremiti prikupljene uzorke Skoljki, tako da digestivna Zlezda
bude spremna za ekstrakciju virusne RNK (disekcija i liziranje).

3. Izvrsiti  ekstrakciju virusne RNK koris¢enjem komercijalnog seta za

ekstrakciju.
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4. Primenom Real-Time RT-PCR metode ispitati pripremljene uzorake dagnji

na prisustvo norovirusa.

5. Utvrdivanjem nukleotidnog rasporeda i filogenetskom analizom ispitati

genetsku povezanost izmedu dokazanih izolata i onih ranije opisanih u svetu.

6. Prikupiti uzorke morske vode i ispitati njene fizicko-hemijske, mikrobioloske

| bioloSke parametre:

Temperaturu

Salinitet

([

[

® pH vrednost
® Zasic¢enost kiseonikom
[

Ukupne i fekalne koliformne bakterije, E.coli i intestinalne enterokoke.
® Analizirati fitoplanktonsku komponentu i koncentraciju hlorofila a.
7. Odrediti najverovatniji broj E.coli iz dagnji (Mytilus galloprovincialis).

8. Sistematizovati, statisticki obraditi rezultate i uraditi njihovu uporednu

analizu.
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4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Prikupljanje uzoraka

U cilju dokazivanja prisustva norovirusa u dagnjama (M. galloprovincialis),
ispitivani su uzorci digestivnih zlezda, zivih Skoljki, koje se nalaze na trziStu u nasoj
zemlji, a koje dolaze sa crnogorskog akvatorijuma. Dagnje su prikupljane u
jednogodisnjem periodu, svakog meseca, od jula 2015. godine do jula 2016. godine, sa
Sest razliCitih registrovanih uzgajaliSta. Prikupljeno je preko 1000 dagnji od kojih su
formirana ukupno 72 kompozitna uzorka, a svaki uzorak sastojao se od 10-15
pojedinacnih $koljki. Dagnje su prikupljane nakon 16 meseci uzgoja, tada su spremne

za trziSte, jer narastu do veli¢ine izmedu 51 7 cm.

Istovremeno su uzeti i uzorci morske vode, u cilju ispitivanja fizicko-hemijskih i
mikrobioloSkih parametara. Uzorci morske vode za fizicko-hemijska i mikrobioloska
ispitivanja prikupljani su na istom mestu i u isto vreme kada i dagnje od strane
saradnika iz Instituta za biologiju mora iz Kotora. Uzorak koji se analizira propisno je
uzet, Niskin-ovom sterilnom bocom od 5 L, sipan u plastiéne boce od 250 mL i

dopremljen u laboratoriju, u roku od 24h od trenutka uzimanja.

4.1.1. Lokacije za prikupljanje uzoraka

Boka kotorska, ili skraceno Boka, istorijska je geografska oblast koja se nalazi
U Crnoj Gori. Proizvodna podrucja za uzgoj Skoljki, sa kojih su prikupljani uzorci
pripadaju jugoisto¢noj Jadranskoj obali i mogu se podeliti u tri celine. Sa geografskog i
okeanografskog stanoviSta predstavlja zatvoreni bazen, koji se po klimatoloSkim,
geomorfoloskim i fizicko-hemijskim karakteristikama akvatorijuma bitno razlikuje od

otvorenog dela primorja. To uslovljava velike godisnje, sezonske, mese¢ne i dnevne
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promene fizicko-hemijskih parametara vode, pa je utvrdivanje zakonitosti nekih

promena i procesa na ovom podrucju veoma slozeno.

Bokokotorski zaliv moze se podeliti na: Kotorsko-Risanski, Tivatski i
Hercegnovski deo, sa ukupnom povr§inom od 87.3 km? (0,06 % od povrsine Jadranskog
mora), duzinom obale je 105.7 km i nalazi se izmedu 18°25 — 18°42 isto¢ne geografske
duzine 1 42°24 — 42°32 severne geografske Sirine. Ukupna zapremina Bokokotorskog
zaliva iznosi 2,4 x 10° m% a srednja dubina citavog zaliva je 27,6 m. Okruzen je
planinskim masivima, koji u zimskim mesecima uzorkuju znatno hladenje i pojavu leda
na povrsini mora. Zaliv je sa jugoistocne strane opasan kre¢njackim masivima Lovéena
(1749m), a sa severozapadne ograncima Orjena (1895m). To je podrucje intenzivnih
padavina, Sto uslovljava da se u periodu od novembra do aprila velike koli¢ine slatke

vode ulivaju u Zaliv.

Generalni tok kretanja morskih struja, u periodu manjeg dotoka slatke vode ima
izlazni smer i brzine se krecu od 12-17 cm/s, a u toku kiSnog dela godine i u periodu
plime i oseke i do 45-50 cm/s. Pored toga, procenjuje se da se u zaliv unese 5 x 10° m?
otpadnih voda godiSnje koje imaju ogroman uticaj na ekologiju mora i njegovih
stanovnika. Dotoci slatkih voda u zaliv su razli¢iti. U Bokokotorski zaliv uliva se 5
manjih recica, a nadomak Kotorskog zaliva nalazi se podru¢je sa najve¢om koli¢inom
padavina u Evropi, Crkvice - 5840 mL kiSe godisnje. Ta voda nosi i veliku koli¢inu

suspendovanih ¢estica koje uti¢u na ekoloske uslove u morskoj vodi.

Uzorci dagnji koje su se koristile u istrazivanju uzete su sa sledecih
registrovanih uzgajaliSta: uzgajaliSte Ljuta, uzgajaliSte Brbat u Orahovacu, uzgajaliSte

Lipci, uzgajalisSte Kalardovo, uzgajaliSte Solila 1 uzgajaliste Sv. Nedelja (Slika 10.).

37



Materijal i metode istrazivanja

Slika 10. Proizvodna podruéja zivih skoljki, iz kojih su uzimani uzorci.

4.2. Priprema materijala za izolaciju virusne RNK

Po dolasku u laboratoriju, Skoljke su oprane pod mlazom tople vode kako bi se
odstranile necistoce, pesak i alge koje su prisutne na povrsini ljusture. Kao uzorci
koriSéene su iskljucivo zive Skoljke sa neoSteCenom ljusSturom. Otvaranje ljustura
obavljano je sterilnim nozem i to na tacno odredenom mestu, gde je ve¢ delimi¢no

otvorena (Slika 11.).
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Slika 11. Priprema dagnji za otvaranje

Kada je dagnja otvorena, odvojeno je tkivo hepatopankreasa svake dagnje i na
taj nacin pripremljen kompozitni uzorak, koga je ¢inilo 8-15 komada pojedinacnih
dagnji. Disekcija tkiva digestivne Zlezde izvedena je sterilnim makazama i pincetom
(Slika 12.), odmerena je kolic¢ina od 2 + 0,2 g i prebacena u sterilnu epruvetu. Uzorak je

potom zamrzavan natemperaturi od -80°C.
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Digestivna zZlezda

Slika 12. Disekcija i homogenizacija digestivne zlezde

4.3. Molekularne metode ispitivanja

4.3.1. Ekstrakcija virusa

Uzorci digestivnih Zlezdi u koli¢ini od 2 + 0,2 g homogenizovani su u Petrijevim
Soljama do kasSaste konzistencije pomoc¢u makaza i sterilne pincete (Slika 12.). Nakon
toga, prebacene su u epruvete od 50 mL u koje je dodato 10 pL. Mengo virusa vMCO
(kao kontrola procesa) i 2 = 0,2 ml Proteinaze K (30U/mg; Promega) u odnosu 1:1 na
zapreminu supernatanta.

Kako bi doslo do $to bolje reakcije proteinaze sa tkivom, epruveta je prvo
inkubirana pri 37 + 1,0°C. uz muckanje na 320 rpm u trajanju od 1 sata, a zatim je
inkubirana pri 60 £+ 2,0°C u trajanju od 15 min. Epruveta je centrifugirana na 3000 x g
tokom 5 min. Kona¢no, zapremina dobijenog supernatanta merena je kori§¢enjem pipete

1 sipana u ¢istu epruvetu.

40



Materijal i metode istrazivanja

4.3.2. Preciséavanije virusne RNA

Kao pocetni materijal za izolaciju virusne RNA koriS¢en je supernatant koji je
centrifugiranjem izdvojen iz tkiva digestivnih zlezdi dagnji. Ekstrakcija RNK je
izvedena kori$¢enjem komercijalnog kita za izolaciju NucliSens magnetic extraction
reagens (BioMerieux) prema uputstvima proizvodaca.

Zapremina svakog pojedinacnog uzorka iznosila je 500 pL, i ta koli¢ina dodata
je u epruvetu sa 2 mL NucliSens lysis puferom. Osim ispitivanih uzoraka, u jednu
epruvetu dodato je i 500 puL vode, koja je predstavljala negativnu kontrolu, a u drugu
500 pL supernatanta digestivne zlezde koja je sigurno pozitivna na norovirus, i ona je
predstavljala pozitivnu kontrolu.

Uzorci i kontrole su kratko vorteksovane, a zatim inkubirane pri sobnoj
temperaturi, tokom 10 minuta, pre nego $to je dodato po 50 pL magnetnih kuglica u
svaku epruvetu (Slika 13.). Magnetne kuglice imaju ulogu da privuku virusnu RNK
koja se zalepi za njih 1 tako se izdvoji. Nakon toga usledila je jo§ jedna inkubacija pri
sobnoj temperaturi tokom 10 min, pa centrifugiranje na 1500 x g tokom 2 min, posle

¢ega je metodom aspiracije odliven supernatant.

Slikal3. Ekstrakcija RNK
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Magnetne kuglice prebacene su u nove, obelezene epruvetice od 1,5 mL u
kojima se vr$ilo ispiranje sa tri razlicita pufera. Prvo je dodat pufer 1 u koli¢ini od 400
pL 1 muckan pipetom, dok se magnetne kuglice u potpunosti nisu rastvorile. Epruveta je
stavljena u MiniMag aparat, ¢iji magneti imaju zadatak da privuku magnetnu kuglicu 1
odvoje je od supernatanta u periodu od 30 sekundi (Slika 14.). Supernatant se uklanja
aspiracijom, a postupak sa magnetnim kuglicama i puferom 1 ponavlja se.

Ciklusi ispiranja i aspiracije ponavljani su i sa puferom 2, koji je dodavan u
koli¢ini od 500 pL i to dva puta, a zatim je sledilo zavr$no ispiranje puferom 3, u istoj
koli¢ini, ali samo jednom i to u periodu od 15 sekundi.

Magnetne kuglice zatim su resuspendovane sa 100 puL elucionog pufera koji ima
zadatak da stabilizuje RNK i postaje njen medijum. Epruvete su zatvorene 1 prebacene u
termomikser (Eppendorf, Austria) pri 60°C/1400 rpm u trajanju od 5 minuta. Nakon
toga, epruvete su prenete na magnet, koji je sakupio sve kuglice sa zidova epruvete.
Supernatant (ekstrakt nukleinske kiseline) prebacen je u novu epruvetu zapremine 0,5

ml, koja se dalje koristila za sledecu reakciju.

Slika 14. Rad MiniMag aparata
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4.3.3. Amplifikacija virusne RNK primenom Real-Time RT-PCR metode

Svi uzorci podvrgnuti su postupku reverzne transkripcije i lancane reakcije
polimerazom u realnom vremenu u istom koraku (engl. Real-time, one- step RT-PCR).
Za amplifikaciju RNK svakog pojedina¢nog virusa koriS¢en je komercijalni set
,UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR System* (Life Technologies, Carlsbad,
California, US). S obzirom na veliku varijabilnost norovirusa, za umnozavanje dela
genoma svakog pojedinac¢nog genotipa (GI i GII) odabrana je jako konzervativna regija
na 5" kraju ORF2 (Kageyama i sar., 2003) i koriSc¢eni su specifiéni parovi prajmera:
QNIF4 (Da Silva i sar., 2007), NV1LCR (Svraka i sar., 2007), QN1F2 (Loisy i sar.,
2005), COG2R (Kageyama i sar., 2003). Za potrebe vizuelizacije umnozenog dela
genoma koris¢ene su Tagman® probe: NV1GG1p (Svraka i sar., 2007) i QN1FS (Loisy
I sar., 2005) (Tabela 2.). Svaka proba je na svom 5’ kraju obelezena FAM
fluorescentnom bojom (zeleni fluorescentni signal), a na 3’ kraju sa TAMRA

“quencher” bojom.

Tabela 2. Prajmeri i Tagman® probe koriS¢ene u molekularnoj identifikaciji RNK

ispitivanih genotipova norovirusa primenom Real-Time RT-PCR tehnike.

Naziv prajmera Sekvenca (5-3°) Referenca
QNIF4 (FW) CGC TGG ATGCGN TTC CAT Da Silva i sar., 2007
NV1LCR (REV) CCTTAG ACGCCATCATCATTT AC Svraka i sar., 2007
NV1GG1 6-FAM-5’- TGG ACA GGA GAY CGC RAT
Svraka i sar., 2007
(PROBA) CT-3’-TAMRA
ATGTTC AGRTGG ATG AGRTTC TCW
QN1F2 (FW) Loisy i sar., 2005
GA
COG2R (REV) TCG ACGCCATCTTCATTC ACA Kageyama i sar., 2003
6-JOE-5’- AGC ACG TGG GAG GGC GAT
QN1FS (PROBA) Loisy i sar., 2005
CG-3’- TAMRA

FW — Forward prajmer, Rev — Reverse prajmer
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Svaka Real-Time RT-PCR reakcija izvedena je u zapremini od 25 pL, a sadrzala
je: 5 uL RNK, 1,25 pL 1x Ultrasense reaction mix, 5 pL RNA Ultrasense 5% enzyme
buffera (Invitrogen), 500 nM Forward prajmera, 900 nM Reverse prajmera i 250 nM
probe i H,O dodate do trazene zapremine.

Reakcije su izvedene na Real-Time PCR aparatu ,,Stratagene Mx3005P*. Za
traZzeni virus temperaturni i vremenski rezim sastojao se iz: reverzne transkripcije
(55°C, 60 minuta), inicijalne aktivacije enzima (95°C, 5 minuta) i 45 ciklusa
denaturacije (95°C, 15 sek.), hibridizacije prajmera i proba (60°C, 1 min) i elongacije
DNK (65°C, 1 minut).

Vizuelizacija dobijenih produkata omoguéena je posmatranjem nivoa
fluorescencije u vidu specifi¢nih dijagrama i kori§¢enjem kompjuterskog softvera koji
je obezbeden od strane proizvodaca aparata. Granc¢ne vrednosti podeSene su na 0.20
fluorescentnih jedinica, pa su Ct vrednosti izraCunate kori§¢enjem Mx3005P sistemskog

softvera.

4.3.4. Procesni kontrolni materijal

Kao procesni materijal koris¢en je Mengo virus (MCO) koji spada u porodicu
Picornaviridae, rod Cardiovirus. Ovaj eksterni virus je nepatogen, sa karakteristikama
slicnim virusu koji trazimo (Martin i sar., 1996). U dagnjama se prirodno ne nalazi, pa
se dodaje kao kontrola efikasnosti ekstrakcije RNK (Le Guyader i sar., 2009).

Za reakciju je koris¢en Mengo virus-specific TagMan reaction mix u zapremini
od 25 pL koji je dodavan u 5 pL ekstrakta nukleinske kiseline na osnovu standarda
ISO/TS 15216-2:2013: Microbiology of food and animal feed — Horizontal method for
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR —

Part 2: Method for qualitative detection.
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4.4. Sekvenciranje dela genoma

S obzirom da je spoj ORF1 i ORF2 regije norovirusa evolutivno visoko o¢uvan i
kao takav pogodan za proucavanje filogenetske srodnosti izolovanih sojeva NoV, ovaj
deo viralne RNK uzet je kao matrica za amplifikaciju i sekvenciranje oligonukleotidnog
fragmenta veli¢ine 330 bp (NoV GI), odnosno 344 bp (NoV GII). Posto se ispituje
prisustvo virusne jednolancane RNK, reakciji PCR mora da prethodi proces reverzne
transkripcije (RT) koriS¢enjem enzima reverzne transkriptaze poreklom iz virusa
avijarne ili murine leukemije. Zato se koristi kit koji ukljucuje jedan korak vise u PCR
reakciji (RT PCR).

Za PCR amplifikaciju navedenih fragmenata koriS¢en je komercijalni kit One
Step RT-PCR Mix Kit (QIAGEN, Valencia, CA, SAD) koji se sastoji od: 5x Qiagen
One Step RT-PCR Buffer, 5x Q solution, Qiagen OneStep RT-PCR enzyme mix, dNTP

Mix, RNA-sa slobodna voda. Sastav reakcione smeSe prikazan je u Tabeli 3.

Tabela 3. Sastav smese za ispitivanje jednog uzorka metodom RT qPCR

Reaktant Koli¢ina po 1 reakciji
RNA-sa slobodna voda 6 uL

5x Qiagen One step RT PCR Buffer 4 uL

dNTP Mix 0,8 uL

5xQ solution 4 uL

Forward primer (10uM) 1,2 uL

Reverse primer (10uM) 1,2 uL

Qiagen One Step RT PCR enzyme mix 0,8 uL

Prajmeri koriS€eni u lancanoj reakciji polimeraze za amplifikaciju navedenih

fragmenata, navedeni su u Tabeli 4.

45




Materijal i metode istrazivanja

Tabela 4. Prajmeri koris¢eni u lan¢anoj reakciji polimeraze

Naziv prajmera Redosled nukleotida u 5°-3” pravcu Ve_ellcma
amplikona, bp
NoV Gl
G1SKF CTGCCCGAATTYGTAAATGA
330
G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA
NoV Gl
G2SKF CNTGGGAGGGCGATCGCAA
344
G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT

Ukupna zapremina reakcione smeSe iznosila je 20 pL, a sastojala se od 18 pL
mastermixa 1 2 pl. uzorka RNK. Pripremljene smeSe sa uzorcima postavljane su u

termalsajkler (AB2720, USA). Pri tome je koris¢en sledeci protokol:

1. Reverzna transkripcija pri 50°C tokom 30 min

2. Inicijalna denaturacija pri 94°C tokom 2 min

3. Denaturacija pri 94°C tokom 30 s + annealing pri 50°C tokom 60 s + elongacija pri
72°C tokom 60 s (35 ciklusa)

4. Finalna ekstenzija pri 72°C tokom 7 min.

Nakon amplifikacije i vizuelizacije bendova u 1,5% TBE agaroza gelu
obojenom SYBR Green fluorescentnom bojom (AB, USA), dobijeni proizvodi su dva
puta precis¢eni i masinski sekvencirani. Posle zavrSenog sekvencionog PCR-a i
vizuelizacije amplifikata, uzorci su precis¢eni dodavanjem Sephadex-a G - 50 (Sigma
Aldrich) i propustanjem kroz kolonu za filtriranje. Rastvor Sephadex-a za purifikaciju
pripremljen je na na¢in da je odmereno po 1 g Sephadex G — 50 koji je stavljen u tubu
od 50 mL. Dodato je 11,0 mL purifikovane vode i inkubirano 10 min pri sobnoj
temperaturi. Nakon toga, 800 uL ovog rastvora dodato je u Nucleoseq (MN, Nemacka)

kolone i centrifugirano na 2.600 o/min u trajanju od 2 minuta. Potom je promenjena
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tuba za kolekciju eluata, dodat je prethodno purifikovan PCR produkt u samo srediste

kolone. Sve je centrifugirano 2 minuta na 4800 o/min.

Sledece precisc¢avanje PCR proizvoda uradeno je prema dokumentovanom uputstvu

proizvodaca kita za purifikaciju (Mini Elute purification kit, Qiagen) i to prema

slede¢em protokolu:

Pripremljeni su radni rastvori svih pufera u kitu dodavanjem etanola u
propisanoj koli¢ini

Prethodno purifikovanom proizvodu PCR reakcije dodat je pufer PBS u
zapremini pet puta vecoj od zapremine gotovog proizvoda RT PCR reakcije;
Smesa je homogenizovana na vorteksu u trajanju od nekoliko sekundi;

Posle toga, smesa je prebacena u mini kolone za filtriranje centrifugiranjem;
Zatim je izvrSeno centrifugiranje uzoraka smese u trajanju od 1 minut na 8000
o/min;

Eluati su odbaceni i u mini kolone dodato je po 750 pL pufera PE;

SadrZaj uzoraka smeSe u minikolonama centrifugiran je 1 minut na 8000 o/min;
Zatim je izvrSeno odbacivanje eluata, dok su kolone jo§ jednom centrifugirane 1
minut na 8000 o/min do potpunog odstranjivanja pufera PE sa membrane;
Minikolone su zatim prebacene u nove tube za sakupljanje precis¢ene DNK;

U svaku minikolonu dodato je po 10 pL pufera EB (elution buffer) za eluciju
precis¢ene DNK;

Miniklone su inkubisane 1 minut na sobnoj temperaturi od 20-22°C;

Posle toga izvrseno je centrifugovanje uzoraka u kolonama 1 minut na 8000
o/min i dobijene su purifikovani PCR produkti cDNK;

Uzorci purifikovane cDNK ¢uvani su pri temperaturi od -80°C do postupka

sekvenciranja.

Sekvenciranje je izvedeno koris¢enjem Sanger Sequencing One Shot Read tehnika

na aparatu Roche GS FLX Titanium 454 u kompaniji GATC Biotech, Nemacka,

koris¢enjem POP 7 polimera i 36 cm kapilara. PodeSavanja sekvencera su izvrSena

prema preporukama proizvodaca. Radi Sto preciznije identifikacije sekvencirana su oba

lanca fragmenta komplementarne DNK. Rezultati sekvenciranja predstavljeni su u
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obliku hromatograma i datoteka u FASTA formatu. Za identifikaciju izolata koriscen je
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) softver za prepoznavanje visokoslicnih

sekvenci.

4.4.1. Filogenetska srodnost

Primarna genotipizacija Norovirusa izvrSena je koris¢enjem Norovirus
genotyping tool v.2.0 (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool). Zatim su poredene
oligonukleotidne sekvence u 5°-3’ i 3°-5” pravcu. Nakon verifikacije o podudarnosti
komplementarnih nukleotida, sekvence su uporedene sa norovirusnim sekvencama

dostupnim u banci gena (GenBank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Za izradu filogenetskog stabla, iz banke gena ucitane su sekvence referentnih
sojeva za svaki genotip. Sekvence su poravnate pomocu algoritma Clustal W
implementiranog u programu MEGA 7. Nakon sravnjivanja odstranjeni su nekvalitetni
krajevi sekvenci, pa je dobijena uniformna sekvenca (engl. alignment) od ukupno 27
sekvenci, svaka duZine 250 bp.

Provera reproducibilnosti specifi¢nih karakteristika rezultata filogenetske analize
fragmenata ORF1 i ORF2 izvrSena je pomocu Neighbor-joining (NJ) metode uz
samoucitavanje 1000 (engl. bootstrap) i Kimura-2 evolutivni model. Dobijene sekvence
nukleotida uporedene su sa referentnim sekvencama NoV GI i1 GII.4 gena, objavljenim

u GenBank-u NCBI.

4.5. Fizi¢ko-hemijske analize morske vode

Uzimanje uzoraka morske vode za hidrografska ispitivanja vrSena je pomocu
Niskinove boce zapremine od 5 L, na dubini od 0,5 m. Morska voda uzorkovana je na
istom mestu i u isto vreme kada i dagnje. Odmah nakon uzorkovanja izmerene su
vrednosti osnovnih fizicko-hemijskih parametara (temperatura, salinitet, pH). Vrednosti
osnovnih fizi¢ko-hemijskih parametara odredivani su automatskim sondama MultiLine

4, WTW (Slika 15.).
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Slika 15. Automatska sonda- MultiLine 4, WTW

Koncentracija rastvorenog kiseonika u uzorku odredena je jodometrijskom
titracijom po Winkleru. Staklena bocica bazdarenog volumena napunjena je uzorkom
morske vode i dodato je 1 ml rastvora manganovog sulfata (MnSO, - H,O; 365 gL ™) i 1
ml baznog rastvora kalijum jodida (NaOH; 500 g L™ i KJ; 300 gL™). Doslo je do
nastajanja taloga manganovog oksida koji je nakon nekoliko puta muckanja sadrzaja
bocice 1 dekantiranja bistrog supernatanta rastvoren u 1 ml razredene sulfatne kiseline
(1:1). Pri tome Mn*" jon oksidira jodidni jon u elementarni jod koji je titrovan
rastvorom natrijumovog tiosulfata (Na,S,03 ; 0,02 mol/L™) uz rastvor skroba kao
indikator. Rastvor natrijumovog tiosulfata standardizovan je rastvorom kalijum
dihromata (K,Cr,O7 ; 1 mol L'l). Sadrzaj rastvorenog kiseonika izrazen je kao volumni

odnos. Preciznost ove metode iznosi 0,05.
4.6. Mikrobioloski parametri morske vode

Uzorci za mikrobioloSku analizu morske vode uzimani su jednom mese¢no, na
svim ispitivanim lokalitetima, sa dubine od 0,5 m. Uzorak je uziman sterilnom bocom

od 250 mL koja je zatvorena i do laboratorije dopremljena u friziderima pri 4°C. Odmah

nakon transporta uzorka pristupalo se njegovoj obradi.
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Odredivanje broja E. coli i koliformnih bakterija raden je prema ISO 9308-
1:2015-Water quality -- Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria -- Part
1: Membrane filtration method for waters with low bacterial background flora, a
interstinalnih enterokoka prema 1SO 7899-2:2011 Water quality -- Detection and

enumeration of intestinal enterococci -- Part 2;: Membrane filtration method.

4.7. Kvantitativna i kvalitativna analiza fitoplanktonske komponente

Uzorci za analizu fitoplanktona su uzimani pomoc¢u Niskin-ove bocice od 5 L i
sipani u plasti¢ne bocice od 250 mL. U laboratriji su zatim, uzorci sipani u komorice za
sedimentaciju i nakon sedimentacije u trajanju od 24h pristupilo se obradi uzoraka.
Analiza fitoplanktonskog materijala je izvrSena po standardnoj metodologiji pomocu
invertnog mikroskopa Leica DM14000 B metodom po Uterméhlu (1958), uz koris¢enje
komorica za sedimentaciju zapremine 25 cm® .

Veca veliCinska frakcija - mikroplankton (¢elije > 20 pm) je analizirana do vrsta
pomocu odgovarajucih kljuceva koji se primjenjuju za ovu oblast (Hasle i Syvertsen
1996). Kao indikatori eutrofikacije se koriste fitoplanktonske vrste mikrofitoplanktona,
kako njihovo prisustvo tako i njihova gustina. Manja veli¢inska frakcija - nanoplankton
(Celije < 20um) prikazana je kao ukupna koli¢ina po istraZivanim pozicijama. Koli¢ina
fitoplanktona (mikroplankton 1 nanoplankton) je izrazena preko numerickih vrednosti na
jedinicu volumena morske vode (broj ¢elija / L) po istraZzivanim pozicijama.

Za izraCunavanje koncentracije hlorofila a Koristili smo metodu ekstrakcije
pigmenta po APHA (1995) u Jeffrey-y (1997). Uzorke vode smo odmah nakon
uzorkovanja sipali kroz najlonsku mrezu promera 300 um (da bi se odstranile velike
jedinke zooplanktona), a nakon toga smo koristili Whatman GF/F 0,7um za filtraciju.
Profiltrovani uzorak stavili smo u avan i dodali 5 mL 90% rastvora acetona i macerirali.
Postupak smo ponovili dva puta. Nakon toga uzorke smo ostavili da odstoje 2 h na 4°C
u mraku i cetrufugirali na 2000 obrtaja 20 minuta. Cist ekstrakt prelili smo u kivetu i
spektrofotometrom na talasnim duZinama 630, 647, 664, 750 merili smo opticku gustinu
(adsorbancu) ekstrakta. Koncentracija hlorofila se dobija preraCunom iz sledece

formule:

50



Materijal i metode istrazivanja

Chlorophyll a = (11.85* (E664 - E750) - 1.54* (E647 - E750) - 0.08 (E630 -
E750))*Ve/L*VF

L = duzina kivete u centimetrima.
Ve = zapremina ekstrakta u mililitrima.

VT = zapremina filtrata u litrima.

4.8. Broj E.coli u dagnjama

Odredivanje najverovatnijeg moguceg broja E.coli u dagnjama (Mytilus
galloprovincialis) izvedeno je prema ISO TS 16649-3:2005 Microbiology of food and
animal feeding stuffs. Horizontal method for the detection and enumeration of
presumptive Escherichia coli. Most probable number technique. 1ISO Norm 7251:2005.
International Standardization Organization ed., Geneva, Switzerland. Uzorak je ¢inilo
50 g homogenata, napravljenog od mesa i intravalvularne tecnosti dagnje sa dodatkom
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronida. Rezultati su belezeni kao MPN / 100 g

homogenata.

4.9. Statisticka obrada rezultata

Za statisticku analizu dobijenih rezultata koriS¢eni su deskriptivni statisticki
pokazatelji: mera centralne tendencije, standardna devijacija, standardna greska
aritmeticke, interval varijacije i koeficijent varijacije.

Dalja statisticka analiza odvijala se u zavisnosti od toga da li su analizirani
podaci normalno distribuirani ili ne. Normalno distribuirani podaci analizirani su
Kolmogorov-Smirnov testom. U slu¢aju normalne distribucije podataka za poredenje
signifikantnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa kori$¢ena je parametarska analiza

varijansi (One way analysis of variances).
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U slucaju kada distribucija podataka nije normalna, upotrebljivana je ne-
parametarska Kruskal-Vallisova analiza varijanse (Kruskal Wallis Analysis od Variance
on Ranks).

U slucaju da su postojale statisticki signifikantne razlike izmedu grupa, parovi
grupa su poredeni medusobno na osnovu parametarskog Tukey testa, odnosno ne-
parametarskog Dunn's Multiple Comparison testa i x2 kvadrat testa.

Signifikantnost razlika ustanovljavana je na nivoima znacajnosti od 51 1 %. Svi
dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i graficki. Statisticka analiza izvedenog
eksperimenta uradena je u GrapfPad Prism verzija 6.00 za Windows, (GrapfPad

Software, San Diego, California USA), www.graphpad.com i MS Excel-u.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Prisustvo i zastupljenost norovirusa

Izolacija 1 identifikacija uzro€nika norovirusa poreklom iz dagnji izvrSena je
metodom Real Time RT-PCR na osnovu I1SO standarda 15216:2013 Microbiology of
food and animal feed — Horizontal method for determination of hepatitis A virus and
norovirus in food using real-time RT-PCR — Part 2: Method for qualitative detection.

Utvrdeno je da je od ukupno 72 uzorka, 31 uzorak (43%) bio pozitivan, dok je

veéi broj uzoraka, 41 (57%) bio negativan na prisustvo ovog virusa (Grafikon 1).

Grafikon 1. Procentualna zastupljenost norovirusa u uzorcima dagnji

Obradom rezultata, utvrdeno je da je norovirus prisutan u dagnjama sa svih
ispitivanih proizvodnih podrucja. Od ukupno 31 pozitivnog uzorka, najvecéi broj
izolovan je iz dagnji sa uzgajalista Solila (9), a najmanji sa uzgajaliSta Ljuta.

Regionalna distribucija pozitivnih uzoraka prikazana je na Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Regionalna distribucija pozitivnih uzoraka na norovirus

Sa geografske mape (Slika 10.) ove obale vidi se da su tacke na kojima su
uzorkovane Skoljke geospacijalno veoma bliske, pa zbog distribucije norovirusa

strujama 1 kretanjem mora, nalaz norovirusa na svim tim uzgajaliStima nije neocekivan.

5.2. Rezultati dokazivanja virusne RNK Real Time RT- PCR metodom

Prisustvo 1 zastupljenost norovirusa u izolovanom materijalu, poreklom iz
digestivne Zlezde dagnji ispitivano je upotrebom Real-Time RT-PCR metode bazirane
na ,,JagMan* probama i primenom komercijalnog kompleta hemikalija UltraSense
reaction kit (Invitrogen, USA). Tim postupkom amplifikovani su delovi gena za sintezu
kapsida (98 pb) norovirusa Gl (Da Silva i sar., 2007; Svraka i sar., 2007) i delove
visoko konzervativne regije ORF1-ORF2 (95 pb) norovirusa Gll (Kageyama i sar.,
2003; Loisy i sar., 2005) (Slika 16.).
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Amplification Plots
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Slika 16. Amplifikacione krive norovirusa poreklom iz dagnji

Paralelno sa amplifikacijom gena za sintezu kapsida, odnosno ORF1/ORF2
regije, amplifikovan je fragment Mengo virusa (MCO) radi evaluacije efikasnosti
ekstrakcije (Costafreda 1 sur., 2006). Mengovirus je dodat u homogenizat
hepatopankreasa na pocetku ekstrakcije kao eksterna kontrola. Rezultati amplifikcionih
kriva Mengo virusa dodanog u uzorke (Slika 17.) smatrani su, na osnovu standarda,

prihvatljivim ukoliko je efikasnost ekstrakcije > 3%.
Efikasnost ekstrakcije za sve ispitivane uzorke iznosila je od 3,08-6,21%.

Standardna kriva ekstrakcije Mengo virusa

y =-3,113x + 35,055
R?=0,9918

Slika 17. Standardna kriva ekstrakcije
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5.3. Genetska identifikacija i filogenetska analiza norovirusa poreklom iz dagnji

Od ukupno 31-og uzorka, pozitivno identifikovanim na prisustvo norovirusa
koriséenjem metode ISO 15216:2013 (Ct<35), kod 4 uzorka utvrdeno je prisustvo samo
norovirusa genogrupe Gl, kod 17 uzoraka prisustvo samo norovirusa genogrupe Gll,
dok je kod 10 uzoraka utvrdeno istovremeno prisustvo norovirusa obe genogrupe

(GI+Gl).

Svi pozitivni uzorci su zatim podvrgnuti amplifikaciji odgovaraju¢ih sekvenci
ORF2 regiona radi genotipizacije i ispitivanja filogenetske srodnosti poredenjem sa

podacima iz Genbank baze.

Od 14 uzoraka pozitivnih na NoV Gl (4 pozitivna samo na GI i 10 pozitivnih i
na GI i na GII), kod samo 4 uzorka doslo je do uspesne amplifikacije ORF2 sekvence,
veli¢ine 330 bp, karakteristicne za genogrupu GI. Razlog tome je nedovoljna koli¢ina

generisane DNK koja bi se mogla koristiti za sekvenciranje.

Koris¢enjem on line softvera Norovirus genotyping tool v. 2.0
(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool , RIVM, Holandija), utvrdeno je da sva 4

uzorka norovirusa genogrupe Gl pripadaju genotipu GI.2 (Slikal8.).

Norovirus Genotyping Tool Results

You may bookmark this page to revisit results of this job (202516558) later.

Name Length Family Genus Genogroup BLAST score ORF1 ORF2 Report genome
Gl_2_MNE_1 26 Caliciviridae Norovirus Gl 94.273125 Gl2 Report v .. .
GI_2 MNE_2 256 Calicivindae Norcvirus Gl 95.06726 Gl.2 Report Z .. .
Gl_2_MNE_3 25 Caliciviridae Norovirus Gl 94.273125 Gl.2 Report e l- -
GI_2 MNE 4 250 Caliciviridae Norovirus Gl 94.71366 Gl.2 Report e .. .

Slika 18. Genetska identifikacija norovirusa genogrupe GI, koris¢enjem on line softvera
Norovirus genotyping tool v. 2.0 (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool, RIVM,
Holandija)
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Od 27 uzoraka pozitivnih na NoV GllI (17 pozitivnih samo na Gl i 10 pozitivnih
i na Gl i na Gll), kod 13 uzorka doslo je do uspesne amplifikacije ORF2 sekvence
veli¢ine 340 bp karakteristicne za genogrupu GII (Slika 19.). Kod preostalih uzoraka
takode nije doslo do sinteze dovoljne koli¢ine kvalitetne DNK koja bi se mogla koristiti

za sekvenciranje.

10 20 30 10 50 60 70 50 0 100 110 120
GCC GTTAATG C A (GTAC GG ATTTAGATCA GG ACC TAAGGGCGCGCTCCATAG TATTT(ACCTG G AGCGI TTCTAGGGGATACTG TAAACTC TCCACCAGGGGCTTG TACAAAATTIGTTT

Slika 19. Elektroforegram sekvence forward gena u regionu ORF2 za Norovirus Gl1.4

Koris¢enjem istog softvera, utvrdeno je da 12 uzoraka (92,31%) pripada

genotipu Gl1.4, dok 1 uzorak (7,69%) pripada genotipu GII.2 (Slika 20.).

NOV_GII_MNE_2016_2R 296 Caliciviridae Norovirus Gl 97.26962 Gll.4 Sydney_2012 Report v
NOV_GII_MNE_2016_3R 291 Caliciviridae Norovirus Gl 97.231834 Gll.4 Sydney_2012 Report va
NOV_GII_MNE_2016_4R 291 Caliciviridae Norovirus Gl 97.88733 Gll.4 Sydney_2012 Report "
NOV_GII_MNE_2016_5R 280 Caliciviridae Norovirus Gl 98.55596 Gll.2 Report "
NOV_GII_MNE_2016_6R 292 Caliciviridae Norovirus GlI 97.231834 Gll.4  Sydney_2012 Report yi
NOV_GII_MNE_2016_7TR 280 Caliciviridae Norovirus GlI 9557195 Gll.4  Sydney_2012 Report yi

Slika 20. Genetska identifikacija norovirusa genogrupe GII, koris¢enjem on line
softvera Norovirus genotyping tool v. 2.0

(http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool, RIVM, Holandija)

Virusi su genotipizovani na osnovu redosleda nukleotida za fragement ORF2,
veli¢ine 250 nukleotida. KoriStenjem rezultata Neighbor Joining analize, izradeno je

konsezusno stablo koje prikazuje filogenetsku povezanost izmedu 4 sekvence GI.2
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izolovane u ovom ispitivanju kao i 29 referentnih sekvenci preuzetih iz banke gena. Na

stablu filograma jasno se uoc¢ava diferencijacija GI norovirusnih sekvenci.

Podela na genotipove dokazana je visokim vrednostima dobijenim metodom

samoucitavanja. (Slika 21.)

Koristenjem rezultata Neighbor Joining analize izradeno je konsezusno stablo
koje prikazuje filogenetsku povezanost izmedu 12 sekvenci GII.4 izolovane u ovom
ispitivanju kao i 30 referentnih sekvenci preuzetih iz banke gena. Na stablu filograma
jasno se uocava diferencijacija GII.4 norovirusnih sekvenci. Podela na genotipove

dokazana je visokim vrednostima dobijenim metodom samoucitavanja. (Slika 22.)
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Slika 21. Filogram NoV GI.2 dobijen ,,Neighbour-joining* metodom. Skala na dnu

slike oznacava evolucijsku udaljenost. Brojevi na linijama oznacavaju vrednosti

statisticke tacnosti dobijene metodom samoucitavanja (engl. bootstrapp).
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Slika 22. Filogram NoV GII.4 dobijen ,,Neighbour-joining* metodom
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Rezultati filogenetske analize ukazuju na genetsku sli¢nost izmedu norovirusa
izolovanih u ovoj disertaciji i onih ranije opisanih u svetu. Na osnovu nukleotidne
sekvence ispitanog ORF2 fragmenta sojeva NOV_GI MNE 1, 2, 3, 4 utvrdena je
sli¢nost od 98,1% do 99,2% sa izolatom Southampton virusa (L07418), a na
nukleotidne sekvence ispitanog ORF2 fragmenta sojeva NOV_GII_MNE 2, 3, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 14, 17, 22, 24 utvrdena je sli¢nost od 96,4% do 98,5% sa izolatom
Hu/Gl11.4/sydney/NSWO05 (JX459908), trenutno najrasprostranjenijem epidemijskim

sojem.

5.4. Fizi¢ko-hemijski parametri morske vode

Uzorkovanje morske vode za odredivanje fizickih parametara (temperature,
saliniteta, pH, zasi¢enost kiseonikom) vriena je u isto vreme sa uzorkovanjem $koljki i
na istim lokacijama. Fizi¢ki parametri odredivani su na samom mestu uzorkovanja
pomoc¢u MultiLine P4 WTW sonde. U Tabeli 6. prikazane su deskriptivne statisticke

vrednosti za temperaturu vode.

Tabela 6. Deskriptivne statisti¢ke vrednosti za temperaturu vode

n X SD SE CV (%) | Xmax | Xmin

Ljuta 12 18,50 6,96 2,0090 37,63 28,80 9,40

Brbat 12 18,75 5,56 1,6060 29,66 26,55 10,90

Lipci 12 18,21 6,22 1,7960 34,17 28,00 9,80

Kaldrovo 12 20,11 5,96 1,7210 29,65 28,50 11,20

Solila 12 19,79 6,09 1,7580 30,76 28,30 10,30

Sv. nedjelja | 12 19,87 6,26 1,8060 31,49 30,65 11,30

Analiziraju¢i prose¢ne vrednosti temperature vode, ustanovljeno je da su
vrednosti u svih Sest uzgajaliSta priblizne 1 nema vecih variranja. Najniza zabelezena

temperatura vode je u uzgajaliStu ,,Lipci® (18,21£6,22), dok je najviSa zabelezena
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temperatura vode u uzgajalistu ,Kaldrovo*“ (20,11£5,96). Nisu ustanovljene
signifikantne razlike izmedu prosecnih vrednosti temperatura vode po uzgajaliStima

(p>0,05).

Na osnovu dobijenih rezultata iz prethodne Tabele 6, moze se videti da prosecna
temperatura vode u uzgajalistima ne pada ispod 17°C. Minimalna temperatura izmerena
je u januaru 9,4°C,a maksimalna u Kalardovu 28,5°C u avgustu mesecu (Grafikon 3).
Priliv slatkih voda unutar zaliva, kao 1 koli¢ina padavina zna€ajno uti€u na temperaturu

vode, naroc¢ito u Kotorskom zalivu.

Grafikon 3. Godisnja varijacija temperature mora

Salinitet je pod uticajem razli¢itih faktora, pre svega priliva slatke vode,
padavina i morskih struja. Morske struje mogu izazvati oscilacije temperature i
saliniteta. Na promene saliniteta u velikoj meri uticu vetrovi koji stvaraju struje koje
donose hladniju i mnogo slaniju vodu iz dubljih slojeva mora. KiSe imaju znatno veéi

uticaj na promenu saliniteta povrSinskih slojeva, nego na temperaturu.
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Tabela 7. Deskriptivne statisticke vrednosti za salinitet

n X SD SE CV (%) | X max X min
Ljuta 12 21,66 10,93 3,15400 50,44 32,20 3,50
Brbat 12 21,92 10,96 3,1640 50,01 33,40 4,40
Lipci 12 22,85 9,82 2,8350 42,99 33,50 8,10
Kaldrovo 12 32,16 4,27 1,2320 13,27 36,30 23,60
Solila 12 32,08 5,20 1,5010 16,21 35,80 19,70
Sv. nedjelja | 12 29,89 4,96 1,4330 16,60 34,70 19,80

Statistickom analizom parametra vrednosti saliniteta u vodi, iz koje su izlovljene
Skoljke, ustanovljeno je da je uzgajaliSte ,,Kaldrovo™ imalo najvecu vrednosti
(32,16+4,27), u odnosu na vrednosti zabelezene kod ostalih uzgajalisa (Tabela 7).
Najmanja zabelezena vrednost saliniteta je u uzgajalistu ,,Ljuta® (21,66+=10,93). Nisu
ustanovljene signifikantne razlike izmedu prose¢nih vrednosti uzgajalista (p>0,05). Kod

svih Sest uzgajaliSta ustanovljena su minimalna variranja.
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Grafikon 4. Godisnja varijacija saliniteta mora
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Razlic¢iti faktori utiu i na salinitet mora na Crnogorskom primorju. Najnize
vrednosti izmerene su na lokacijama u Kotorskom zalivu, a maksimalne u Tivatskom
zalivu koji je pod jaCim uticajem otvorenog mora. Na Grafikonu 4. prikazano je

sezonsko variranje saliniteta po mesecima.

Nije ustanovljena statisticka korelacija izmedu sezonskog pojavljivanja NoV i

varijacije saliniteta.

Priliv slatke vode, kako od padavina tako i od priobalnih i podvodnih izvora, ne
donosi samo hranljive soli, ve¢ i kiseonik. Zasi¢enost kiseonikom nema vecih variranja
i dostize prose¢nu vrednost i do 98,3%. Obzirom na to da vrednost kiseonikom od
100% predstavlja granicu izmedu eutrofnih 1 ekstremno eutrofnih podrucja, ova obala

spada u eutrofnu morsku sredinu.

Prose¢na pH vrednost je u granicama normale za morsku vodu i kretala se od
8,14-8,18 (Tabela 8.).

Tabela 8 . Deskriptivne statisti¢ke vrednosti za pH

n X SD SE CV (%) | X max X min
Ljuta 12 8,14 0,12 0,0333 1,42 8,30 8,01
Brbat 12 8,16 0,08 0,0232 0,98 8,25 8,06
Lipci 12 8,22 0,21 0,0598 2,52 8,80 8,05
Kaldrovo 12 8,16 0,06 0,0161 0,68 8,24 8,09
Solila 12 8,18 0,05 0,0152 0,64 8,26 8,11
Sv. nedjelja | 12 8,15 0,04 0,0117 0,50 8,23 8,12

StatistiCkom analizom parametra vrednosti pH vode gde su gajene Skoljke,
ustanovljeno je da je uzgajaliste ,,Solila* imalo najvecu vrednosti (8,1840,05), u odnosu
na vrednosti zabeleZene kod ostalih uzgajaliSa. Najmanja zabeleZena vrednost pH je u

uzgajaliStu ,,Ljuta® (8,14+0,12). Nisu ustanovljene signifikantne razlike izmedu
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prose¢nih vrednosti uzgajalista (p>0,05). Kod svih Sest uzgajaliSta ustanovljena su

minimalna variranja.

Takode, nije ustanovljena statisticka korelacija izmedu sezonskog pojavljivanja

NoV i sezonske varijacije rastvorenog kiseonika i pH vrednosti.

5.5. Broj pozitivnih uzoraka po mesecima - sezonska dinamika pojave norovirusa

Detaljna analiza samo NoV pozitivnih uzoraka, po mesecima, pokazala da je
broj pozitivnih uzoraka tokom juna, jula i avgusta, odnosno tokom letnje sezone (3
uzorka) bio znacajno nizi (p <0,05) nego broj pozitivnih uzoraka otkrivena tokom
septembra, oktobra i novembra, tj. u jesen (10 uzoraka) i tokom decembra, januara i
februara, odnosno tokom zimske sezone (12 uzoraka) (Grafikon 5.). U grafikonu je

takode prikazana i zastupljenost genogrupa norovirusa.
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Grafikon 5. Distribucija Gl i GIlI po mesecima

StatistiCkom analizom ustanovljeno je da se sa smanjenjem temperature mora
statisticki znacajno (p<0,01) povecava pojava virusa u ispitivanim uzgajaliStima.

Analizirajuéi pojavu virusa po godi$njim dobima ustanovljena je signifikantna razlika u
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toku leta (p<0,01) gde se temperatura morske vode poveéava, a broj pozitivnih uzoraka
se smanjuje, dok u toku zimskih meseci dolazi do pada temperature vode, a broj

pozitivnih uzoraka raste (Grafikon 6.).
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Grafikon 6. Korelacija izmedu pojave norovirusa u dagnjama i temperature vode

tokom cetiri godi$nja doba

5.6. Korelacija izmedu pojave norovirusa i mikrobioloskih parametara morske

vode

Mikroorganizmi, ukljucuju¢i fekalne koliforme, koji se nalaze u morskoj vodi,
prema odluci U.S. National Shellfish Sanitation Program-a predstavljaju indikatore
prisustva virusa u tom okruzenju (Carlos i sar., 2013). Na osnovu tog programa
napisana je 1 Uredba o klasifikaciji 1 kategorizaciji povrSinskih i podzemnih voda

(,,SluZbeni list Crne Gore”, br. 2/07 od 29. oktobara 2007)

Koliformne bakterije iz familije Enterobacteriaceae obuhvataju rodove:
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, i Escherichia. Od ovih rodova u nefekalne
bakterije spadaju: Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp. Fekalne koliformne

bakterije, Ciji su izvor fekalije, a primarni predstavnik je Escherichia coli, deo su
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ukupnih koliformnih bakterija. Razdvajaju se od nefekalnih kolifoma pri temperaturi od
44.5°C.

Ispitane grupe bakterija pripadaju alohtonim mikroorganizmima (more im nije
prirodno staniste). Jedan deo ovih bakterija se moze akumulirati u razlicitim morskim
organizmima, pogotovo onima koji se hrane filtracijom morske vode medu kojima su
Skoljke najvaznije. Njihova konzumacija direktno uti¢e na ljudsko zdravlje, stoga je

monitoring morske vode uzgajalista od izuzetnog znacaja.
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Grafikon 7. Godisnja varijacija ispitanih grupa bakterija u morskoj vodi

Na osnovu prikazanog Grafikona 7., moze se zakljuciti da kvalitet vode u
ispitivanim uzgajalistima u odredenih periodima, uglavnom ne odgovara kvalitetu voda
koje se mogu koristiti za uzgoj Skoljki. Vec¢ina meseca u godini ima broj ukupnih
koliforma >100/100 ml morske vode, dok je broj E.coli i broj fekalnih koliforma
uglavnom u grani¢nim vrednostima. Rezultati su analizirani u skladu sa Uredbom o
klasifikaciji i kategorizaciji povrSinskih i podzemnih voda (Sllist CG, br.2/07 od
29.0ktobra 2007), prema Clanu 8. o kvalitetu voda koje se mogu koristiti za ribarstvo i
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uzgoj Skoljki. Uocljivo je da povecano organsko opterecenje u morskoj vodi, posebno u

letnjim mesecima doprinosi nezadovoljavaju¢em bakterioloSkom nalazu..

Mikrobioloska analiza morske vode, na osnovu broja bakterija koje se u njoj
nalaze, ne daje stvarnu sliku o kvalitetu vode, obzirom na to da se virus pojavljivao i u
mesecima kada je voda ispinjavala kriterijime za uzgoj dagnji (<300 fekalnih koliforma

i do 100 ukupnih koliforma u 100 ml morske vode).

5.7. Fitoplanktonski organizmi kao bioindikatori

Sa aspekta pracenja dinamike rasta fitoplanktona kroz sezonske cikluse moglo bi se
re¢i da je podrucje Zaliva prili¢no dobro istrazeno na mestima gde se nalaze uzgajalista
Skoljki. Priliv nutrijenata u prolece i1 jesen predstavlja glavni razlog za povecanje
koncentracije hlorofila a i brojnosti fitoplanktona (Krivokapié i sar., 2009). Istrazivanja
fitoplanktona na podrucju Bokokotorskog zaliva ukazuju da je maksimalna srednja
brojnost dijatomeja zabeleZzena u Kotorskom zalivu, a minimalna srednja vrednost u
Hercegnovskom zalivu. Takav nalaz je 1 o¢ekivan, jer se Hercegnovski zaliv nalazi pod

jakim uticajem otvorenih voda (Vuksanovié, 2003).

Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da je brojnost fitoplanktona
varirala u zavisnosti od uslova spoljaSnje sredine. U januaru je bila izuzetno niska i
iznosila je maksimum 10° ¢elija/L. U aprilu mesecu vrednosti su bile nesto veée i
kretale su se do 10* ¢elija/L. Ovakve vrednosti, u odnosu na skalu koja je odredena na

osnovu biomase fitoplanktona, karakteristicne su za oligo-mezotrofno podrucje.

U narednom mesecu fitoplankton buja, dolazi do intenzivne deobe algi, uslovljene
poviSenom temperaturom vode. Maksimalna izmerena vrednost bila je u uzgajaliStu
Ljuta i iznosila je 1.70 x 10° ¢elija/L. Ove vrednosti ostaju na istom nivou tokom celog
leta, sve od septembra meseca kada dolazi do manjeg jesenjeg pika, a onda vrednosti
naglo padaju do 10* ¢elija/l. Dalji pad broja fitoplanktona zabeleZen je tokom zimskih

meseci, da bi tokom decembra meseca koncentracija bila najmanja.

Nasi rezultati ukazuju da koliCina fitoplanktona ne moze da bude indikator

prisustva virusa u morskoj vodi. Fitoplankton u letnjim mesecima buja, dok u to vreme
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koncentracija virusa u morskoj vodi opada. Samo tokom septembra meseca zabelezen je
ponovni rast fitoplanktonske komponente ali i pojava virusa na svih 6 lokacija u
ispitivanim uzgajaliStima. Smatra se da do ove pojave dolazi zbog velike koli¢ine
padavina u ovom periodu godine. U zimskom delu godine, kada imamo povecanu

koncentraciju virusa u morskoj vodi i dagnjama, fitoplanktona gotovo i da nema.

5.7.1. Hlorofil a

U januaru su vrednosti koncentracije hlorofila a bile izuzetno niske na svim
ispitivanim lokalitetima, najviSa vrednost dobijena je na lokalitetu Solila i iznosila je
1,027 mgm™. Svi lokaliteti se mogu svrstati u mezotrofna podru¢ja prema klasifikaciji
Siokou & Pagou (2000) specifi¢noj za region istoénog Mediterana. Klasifikacija je
izvrSena na osnovu biomase fitoplanktona, odnosno koncentracija hlorofila a preko koje
se on izrazava i moze se podeliti kao oligotrofna (- 0,100 mgm-3), manje mezotrofna (-

0,600 mgm-3), vise mezotrofna (- 2,100 mgm-3) i eutrofna (> 2,100 mgm-3).

U februaru su zabelezene neSto vise vrednosti u odnosu na prethodni mesec.
Ovakve vrednosti koncentracije hlorofila a su o¢ekivane s obzirom da je to period koji
obiluje padavinama, pa se tako i pospeSuje rast fitoplanktona kao posledica unosa
hranljivih soli putem slatkih izvora. U tom periodu, uzgajaliSte Ljuta pripada eutrofnim
podru¢jima. Mart mesec karakteriSu jo§S viSe vrednosti koncentracije hlorofila a.
Maksimum od 2,435 mgm™ je zabeleZen na lokalitetu Lipci. Svi lokaliteti, osim ovoga,

pokazala su karakteristike viSeg mezotrofnog podrucja.

U periodu od juna do septembra, uglavnom svi lokaliteti su prema dobijenim
koncentracijama hlorofila a kategorisani kao vise mezotrofna (0,100-0,600 mgm~) ili
manje mezotrofna (0,600-2,100 mgm™®) podrugja. U novembru su zabeleZene nesto
vece vrednosti hlorofila a, §to 1 nije neocekivano, s obzirom na veliku koli¢inu padavina
u tim mesecima, pa veca kolicina slatke vode dospeva u zaliv a sa njom i hranljive soli
Sto sve zajedno pospesuje primarnu produkceiju u zalivu. Najveca koncentracija hlorofila

a utvrdena je na lokalitetu Brbat i iznosila je 4,540 mgm™,
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Na grafikonu 8. prikazana je sezonska varijacija koncentracije hlorofila a po

mesecima.

Na osnovu ovih podataka, zaklju¢eno je da koncentracija hlorofila a nema
direktnog uticaja na pojavu i otpornost virusa u ispitivanim uzgajaliStima i da ne moze

da bude indikator pojave virusa u morskoj vodi.
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Grafikon 8. Godisnja varijacija hlorofila a u morskoj vodi

5.8. Pojava norovirusa i njegova korelacija sa brojem bakterija indikatora

fekalnog zagadenja (E.coli) u dagnjama

Najverovatniji broj E.coli u dagnjama, koje su predstavljale uzorke za ispitivanje
virusa prikazan je u Tabeli 9. Broj bakterija kretao se od < 18 pa sve do > 18.000
MPN/100 g mesa i meduljusturne tecnosti dagnje. Najvisi zabelezen nivo bio je u
uzgajaliStu Solila, u Tivatskom zalivu, gde je izmeren broj ve¢i od 18.000 MPN/100 g u
novembru 2015.godine.

Ukupno 48 od 72 ispitana uzorka bila su iz uzgajalista koja pripadaju klasi A,
odnosno imaju prihvatljiv broj bakterija koji je propisan evropskim standardom (<230
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MPN/100 g) (Reg EC 854/2004). Ostala 24 uzorka prikupljena su iz oblasti koja se
klasifikuju kao klasa B jer je broj bakterija E.coli u dagnjama iz tih oblasti veca od

dozvoljenog i dagnje se ne smeju konzumirati sirove, bez prethodne obrade.

Tabela 9. Najverovatniji broj bakterija E.coli u dagnjama sa uzgajalista iz kojih su
uzimani uzorci

REZULTATI U PROIZVODNIM ZONAMA (E.coli MPN/100 g)

Mesec/Go M1 M2 M3 M4 M5 M6
dina
Ljuta Brbat Lipci Kalardovo Solila Sv.nedelja
VI11/2015 20 <18 <18 45 130 <18
VI111/2015 20 20 20 <18 20 45
1X/2015 20 68 45 68 170 460
X/2015 20 110 490 490 1.300 <18
X1/2015 220 78 700 330 >18.000 790
X11/2015 <18 1.300 78 130 230 5.400
1/2016 <18 <18 20 20 330 940
11/2016 78 2.400 490 45 260 700
111/2016 45 130 45 490 330 330
1\VV/2016 20 <18 20 <18 16000 <18
V/2016 110 68 310 330 78 490
V1/2016 130 18 230 490 45 45

Godisnja statisticka analiza uzoraka, koji poti€u iz ovih proizvodnih oblasti,

ukazala je da su podrucja ces¢e kategorizovana kao klasa A u prolece (p<0,05) i leto

(p<0,01), u odnosu na jesen i zimu (p> 0,05) (Tabela 10.).
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U uzorcima koji imaju < 230 MPN/100 g E. coli i zadovoljavaju kriterijume,
31,2% uzoraka je bilo pozitivno na norovirus (15/48 uzorka). Nasi rezultati ukazuju da
Skoljke mogu biti sredstvo za prenos norovirusa ¢ak i kada je broj E. coli ispod
propisane granice bakterijskog rizika i da ne mogu biti indikatori pojave virusa u

dagnjama.

Tabela 10. Komparativna analiza sezonske varijabilnosti broja E. coli i prevalence

norovirusa
¥2/p vrednosti
Godisnje doba E. coli (A/B) NoV (Pozitivni/Negativni)
Zima 0,23 0,00067**
Prolece 0,03* 0,00001**
Leto 0,00** 0,00000**
Jesen 0,23 0,23013

Statisticke znacajnosti: *p<0.05; **p<0.01
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6. DISKUSIJA

Virusi koji se prenose hranom, naro¢ito norovirus kao jedan od vodec¢ih patogena u
poslednjoj deceniji, zauzimaju znacajno mesto u analizi rizika sa aspekta bezbednosti
hrane i poprimaju sve veéu popularnost kako u nau¢nim krugovima, tako i medu
potroSacima i proizvodac¢ima hrane. Tome doprinosi i ¢injenica da je Srbija, kao zemlja
koja nema izlaz na more, veliki uvoznik morskih plodova iz susedne Crne Gore. MorskKi
plodovi, a naroc¢ito dagnje, koje se hrane filtracijom morske vode, su organizmi koji
mogu da akumuliraju patogene prisutne u morskoj vodi i samim tim predstavljaju
opasnost po zdravlje ljudi. U poslednje vreme raste stopa potroSnje ove vrste namirnica.
S obzirom na to, da po postojecim Pravilnicima o bezbednosti hrane, u zemlji iz koje se
dagnje uvoze na teritoriju nase zemlje, nije obavezno vrSenje analiza na prisustvo
virusa, a da oni mogu biti prisutni u velikim koli¢inama u dagnjama, cilj ove disertacije
bio je da detektujemo virus i da smanjimo eventualni rizik po potrosace, kao i da
odredimo koji su to potencijalni faktori koji mogu da uti¢u na njegovu pojavu u ovoj

namirnici.

Norovirus moze biti prisutan u vrlo niskim koli¢inama u dagnjama, pa je
neophodna 1 vrlo osetljiva metoda detekcije. Pored toga Sto su ovo prvi nalazi
norovirusa u proizvodnim podru¢jima dagnji u Crnoj Gori, prikazani rezultati donose 1

nova saznanja iz oblasti molekularnih metoda koje se koriste u detekciji virusa.

Bokokotorski zaliv se nalazi u jugoistocnom delu Jadranskog mora i ukupne je
povrsine oko 87 km?. UzgajaliSta iz kojih su dagnje izlovljene, koriste sistem mreZnih
bazena i imaju jako dobar poloZaj jer su u blizini izvora slatke vode koja utie na
smanjenje saliniteta. Ovaj zaliv, kao i1 ostala podruc¢ja Mediterana je pod velikim

uticajem antropogenog faktora i aktivnosti koje se odvijaju na njegovoj obali.

Poslednjih decenija evidentna je sve veéa urbanizacija i industrijalizacija, koja je
dovela do zagadenja Zivotne sredine, naro¢ito morske vode u zalivu, za koju je
karakteristi¢no slabo strujanje i cirkulacija sa otvorenim morem. Slabo cirkulisanje vode

moze dovesti do eutrofikacije i moguce viSeg cvetanja algi, koje ne moraju da budu

73



Diskusija

toksic¢ne, ali mogu da dovedu do nepovoljnih uslova (npr. nizak nivo kiseonika zbog

propadanja algi).

Zaliv je zagaden otpadnim vodama, koje ¢ine oko 0,2% ukupnog sadrzaja vode.
Najvecu opasnost predstavljaju kanalizacioni sistemi, jer su postojee mreze u izuzetno
loSem stanju. Ova regija je poznata kao podrucje sa najve¢om prosecnom koli¢inom
padavina u Evropi, pa udeo atmosferskinh padavina koje dospevaju u more nije

zanemarljiv.

Proizvodnja dagnji u Crnoj Gori krece se oko 200 tona godisnje i ima tendenciju
rasta. Tehnologija branja koja se primenjuje poprilicno je zastarela, mreze se ¢esto ne
postavljaju pravilno, §to pak dovodi do nizih prinosa od o&ekivanih. Skoljke, kao
filtracioni organizmi, imaju sposobnost da apsobuju razli¢ite patogene koje na razne
nacine dospevaju u morsku vodu i zato predstavljaju pogodan indikator za analizu
kvaliteta morske vode. Na metabolizam i zivotni ciklus ovih organizama potencijalno
veliki uticaj imaju i fizicko-hemijski paramentri morske vode (temperatura, pH, O,
salinitet), bioloski faktori 1 drugi uslovi zivotne sredine. Morska voda 1 fitoplankton
predstavlja hranu za Skoljke i zato je neophodno pratiti uticaj svih navedenih faktora i
utvrditi da li oni zaista imaju uticaj i na pojavu i opstanak virusa u ovim organizmima.
Na bioakumulaciju i opstanak NoV u Skoljkama uti¢e koncentracija virusa u okolini,
metabolicka aktivnost Skoljke i efekti tretmana nakon izlovljavanja koje se primjenjuju
na Skoljke (Campos i Lees, 2014). Virusne Cestice dugo opstaju u morskom okruzenju i
mogu se prenositi 1 na velike udaljenosti (> 10 km) Sto predstavlja mogu¢i rizik za

podrugja proizvodnje skoljki (Winterbourn i sar., 2016).

U naSoj zemlji, usled nedovoljnih 1 neujednacenih laboratorijskih moguénosti,
epidemioloska situacija virusnih bolesti prenosivih hranom je jo$ uvek nedovoljno
poznata. Epidemije se registruju na podrucju Beograda od 2010. godine, od kada su u
Centru za mikrobiologiju Gradskog zavoda za javno zdravlje (GZZJZ) uvedene
laboratorijske metode za detekciju ovih uzroénika u uzorcima fecesa. U periodu od
2011. do 2015. godine u Beogradu je registrovano 8248 osoba obolelih od 17 razli¢itih

crevnih zaraznih bolesti i zoonoza koje se dominantno prenose hranom.
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Poslednjih godina, zahvaljujué¢i primeni vakcine protiv rotavirusa u nekim
zemljama sveta, on se polako povlaci sa vodeceg mesta izazivaca dijareja kod dece i
ustupaju ga norovirusima (Ramani i sar., 2014). Smatra se da je jedan deo dece sa
registrovanom dijarejom i gastroenteritisom u Beogradu u periodu 2011-2015. godine,
imao neku od opisanih infekcija virusne etiologije sa blazom klinickom slikom, ali je
izostalo upucivanje na laboratorijsku dijagnostiku, ili su podaci o obavljenim analizama
uradeni van laboratorije GZZJZ 1 ostali neprijavljeni. U posmatranom petogodiSnjem
periodu u Beogradu su registrovane 172 epidemije crevnih zaraznih bolesti sa 2072
obolele osobe. Medu njima prijavljeno je 17 epidemija bolesti virusne etiologije, od
kojih su 9 opisane kao najverovatnije alimentarne i za 8 se smatra da je infekcija

prenosena kontaktom.

S obzirom da virusi mogu biti prisutni u hrani u vrlo malim koli¢inama, a da
predstavljaju rizik za potroSace, neophodna je osetljiva metoda detekcije. Real Time
PCR je jedina osetljiva metoda dovoljna za direktnu detekciju niskog nivoa
kontaminacije kakav je slucaj sa uzorcima dagnji, te je izabrana za “zlatni standard” za
Ispitivanje norovirusa u namirnicama (Lees, 2000). Uprkos znac¢ajnim naporima, NoV

ne moze biti pouzdano kultivisan in vitro (Jones i sar., 2015).

Poznato je da uzorci hrane sadrze veliku koli¢inu inhibitornih supstanci i
predstavljaju izazovan matriks za pouzdanu RT-qPCR kvantifikaciju, pa je povecan
rizik od lazno negativnih rezultata (Scipioni i sar., 2008). Tokom razvoja metode,
uoceno je da se virus, najveéim delom, koncentrise u digestivnoj zlezdi dagnje (Atmar i
sar., 1995; Schwab i sar., 1998). I najnovija istrazivanja potvrduju da se norovirus
specificno vezuje za digestivhu Zlezdu, koja sadrzi manje inhibitornih supstanci od
ostalih tkiva. Vezivanje za digestivnu zlezdu moZe se objasniti tako §to virus ima
tendenciju vezivanja za kanale da bi izbegao razlaganje u digestivnom traktu (Le
Guyader i sar., 2012). Iz ovih razloga, uzorak za naSa ispitivanja bila je upravo

digestivna zlezda dagnje.

Poredenje metoda ekstrakcije pokazalo je da je digestija koriS¢enjem proteinaze K,
nakon cega sledi ekstrakcija NucliSENS miniMag, najefikasnija metoda za prikupljanje

virusne RNK (Uhrbrand i sar., 2010).
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U eksperimentu je koriS¢ena standardna metoda za detekciju norovirusa u hrani,
odobrena od Evropske komisije za standardizaciju (engl. European Committee for
Standardization, CEN) koja je objavljena 2013. godine kao 1ISO/TS 15216-1:2013 (E) —
Horizontalna metoda za detekciju Hepatitis A virusa i Norovirusa u hrani primenom
RT- PCR u realnom vremenu. Medutim, otkrivanje virusne RNK u uzorku ne pruza
informacije o infektivnosti virusnih Cestica iz kojih poticu, te je stoga tesko proceniti

stvarni rizik po zdravlje ljudi.

Rezultati naSeg istrazivanja predstavljaju prve dokaze norovirusa na ovom
proizvodnom podrucju za uzgajanje dagnji, a u skladu su sa ve¢inom rezultata drugih
istrazivaca o rasprostranjenosti norovirusa u celom svetu (Cheng i sar., 2005; Bellou i
sar., 2013). Prevalenca norovirusa u dagnjama dobijena u naSem ispitivanju, koje je
radeno tokom godinu dana, odnosno tokom sva 4 godi$nja doba, bila je 43%, Sto je
mnogo vise u poredenju sa ostalim studijama koje su radene na nekim od drugih obala u

Jadranskom moru.

Ispitivanja su vrSena na teritoriji Italije, Slovenije, Hrvatske, Albanije gde je
rasprostranjenost virusa u svim zemljama bila oko 10% (Bella i sar. 2016, Croci L. i
sar. 2007, Skoro i sar. 2015, Henigman i sar. 2015, Terio i sar. 2014). Rezulatate
slitne nasim, dobili su istraziva¢i iz Spanije (Polo i sar. 2015), a mnogo veéa
prevalenca zabelezena je u Velikoj Britaniji, koja je iznosila ¢ak 76,2% (Lowther i sar.,
2012).

Podatke o prevalenciji je teSko uporediti, jer nije uvek primenjena ista metodologija
(EFSA, 2012), a razlike mogu da nastanu i zbog perioda obuhvaéenog istrazivanjem.
Negde su obuhvadeni samo odredeni meseci u godini, pa je moguce da je ukupna
prevalencija 1 manja od dobijene. U naSem istraZivanju, samo tokom avgusta nismo

zabeleZili pozitivne uzorake na prisustvo NoV.

Od ukupno 72 kompozitna uzorka dagnji u naSem istrazivanju, norovirus je
detektovan u 31 uzorku. Sto se ti¢e rasprostranjenosti genogrupa, GII genogrupa je
detektovana u viSe uzoraka, nego GI genogrupa (54,8% prema 12,9%), dok je kod 10
(32,3%) uzoraka utvdeno istovremeno prisustvo norovirusa obe genogrupe (GI+Gll).

Ovi rezultati su u skladu sa ve¢inom rezultata dobijenih u studijama drugih autora
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(Sufferdini, 2014; Pavoni i sar., 2013; Rodriguez-Manzano i sar., 2014, Bella i sar.,
2016). U istrazivajnima Matthews i1 sar. (2012) ustanovljeno je da su epidemije
uzrokovane GII sojem bile najucestalije (75%), dok je sa GI genogrupom bilo
uzrokovano dosta manje epidemija (13%). Obe genogrupe, Gl i Gll, bile su zastupljene
u 12% epidemija uzrokovane norovirusom. Sli¢ne rezultate dobio je Vega (2014) kada
je NoV GlII genogrupu otkrio u 89%, a Gl genogrupu u 11% ispitanih uzoraka sa
podrucja Sjedinjenih Americkih Drzava u period izmedu 2009-2013. godine. Lopman
je 2008. godine objavio da je vise od 95% zabelezenih slucajeva bilo prouzrokovano

GII genogrupom.

Sa druge strane, neki istrazivaci objavili su potpuno suprotne rezultate, jer su dobili
veéi broj GI pozitivnih uzoraka (Le Guiader i sar. 2009; Lowther i sar. 2012; Polo,
2015).

Uzroci visoke prevalencije NoV GII genogrupe jo$ uvek nisu poznati. U nekim
studijama se pominju razlike u bioloskim osobinama kao $to su virulentnost, putevi
prenosenja ali i stabilnost virusa u Zivotnoj sredini (Croci i sar. 2007, Siebenga i sar.
2009). Druge studije zakljucuju da je veca prevalencija NoV GIll genogrupe posledica
drugacijeg afiniteta za tkiva Skoljke koja mogu uticati na sposobnost bioakumulacije u
Skoljkama (Suffredini i sar., 2011; Comelli i sar., 2008). Osim toga, to moze biti
posledica veéeg prisustva norovirusne GII genogrupe u ljudskoj populaciji, Sto se
objasnjava njihovom sposobnos§¢u da prepoznaju Siri spektar receptora, tj. histo-krvne

grupe antigena (HBGA) (Lindesmith i sar., 2012) od drugih norovirusnih grupa.

U cilju potvrde identifikacije virusne RNK pronadene u ispitivanim uzorcima u
nasem istraZivanju, kao 1 analize stepena sli¢nosti sa sekvencama virusa uskladistenih u
,»GenBank* - genskoj bazi podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/), izvr§eno
je sekvenciranje delova virusnih genoma. Sekvenciranje i1 filogenetska analiza
ispitivanih virusa izvrSena je u cilju utvrdivanja stepena slicnosti u nukleotidnom

sastavu RNK izolata iz Crne Gore sa sekvencama iz Evrope i drugih delova sveta.

Ukupno 17 proizvoda RT QgPCR reakcije sa fragmentima ORF2 region
Norovirusa (330 bp za genogrupu GI i 340 bp za genogrupu GII), precis¢eno je

komercijalnim kitom Minielute, Qiagen i Sephadex, Sigma kolonama, prema
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dokumentovanim uputstvima proizvodaca, 1 na taj nacin proizvodi su pripremljeni za
sekvenciranje.

Sekvenciranje je uradeno metodom po Sangeru. Metoda direktnog sekvenciranja
po Sangeru, smatra se zlatnim standardom za sekvenciranje uprkos ¢injenici da je u
upotrebi ve¢ Cetvrta generacija sekvenciranja koje se bazira na potpuno razlicitim i
novim tehnologijama (Guzvié i sar., 2013). Sekvenciranje koje je izvrSeno uz koris¢enje
prajmera za ORF2 region norovirusa, obavljeno je u kompaniji GATC Biotech u
Nemackoj, primenom iste metode direktnog sekvenciranja po Sangeru. Poznato je da,
pored mogucnosti simultane kontaminacije $koljkasa norovirusima sa dva ili viSe sojeva
razli¢itth genogrupa, u samom laboratorijskom radu, moze do¢i do unakrsnih
kontaminacija koje dodatno oteZavaju sekvenciranje, jer se tada ne moze precizno
pozicionirati svaki nukleotid zbog preklopljenih pikova nukleotida razli¢itih sojeva na
elektroforegramu, $§to onemogucava dobijanje sekvenci sa ocekivanim rasporedom

nukleotida za prethodno navedene sekvence norovirusa.

Dobijene sekvence poredene su sa ekvivalentnim sekvencama iz Genbank baze
gena, uz primenu BLAST softvera, ubacivanjem nasih sekvenci u program za dobijanje
nukleotidne homologije. BLAST program je softver koji omogucava poredenje
rasporeda nukleotida ispitivane sekvence sa ostalim sliénim sekvencama koje su

registrovane u bazi gena i pokazuje procenat medusobne nukleotidne homologije.

Proteklih nekoliko godina uocen je sve ve¢i broj RT-gPCR pozitivnih uzoraka
koji su dali negativan rezultat koriS¢enjem prajmera za amplifikaciju sekvence ORF2
regiona, $to upucuje na potrebu promene specificnih oligonukleotidnih prajmera za
sekvenciranje (Van Beek i sar.,, 2014.). Trenutno se okviru NORONET-a
(http://lwww.noronet.nl) ulaze napor na na razvoju novih prajmera za sekvenciranje
duZzine 1200 bp i 1100 bp, koji pokrivaju oba ORF-a, §to bi trebalo da omogu¢i bolju
tipizaciju.

Filogenetskom analizom amplifikovanog segmenta pocetnog dela ORF2 ukupno
smo dokazali prisustvo cetiri genotipa GI.2, jednog genotipa GIIL.2 1 dvanaest
genotipova GIl1.4. Na osnovu nukleotidne sekvence ispitanog fragmenta ORF2 sojeva
NOV_GI MNE 1, 2, 3, 4 utvrdili smo sli¢nost od 98,1% do 99,2% sa izolatom
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Southampton virusa (LO7418) (Lambden i sar, 1993.), epidemijskog soja

karakteristi¢nog za Sirenje vodenim putem.

Na osnovu nukleotidne sekvence ispitanog fragmenta ORF2 sojeva
NOV_GII MNE 2,3,6,7,8,9, 10, 11, 14, 17, 22, 24 utvrdili smo sli¢nost od 96,4% do
98,5% sa izolatom Hu/GlI1.4/sydney/NSWO05 (JX459908), trenutno

najrasprostranjenijem cirkuliraju¢im epidemijskim sojem.

Uprkos velikom broju genotipova i geneticke raznovrsnosti norovirusa
(Kroneman i sar., 2013), virusi jednog genotipa, GIL.4, odgovorni su za vecinu
epidemija i sporadi¢nih slu¢ajeva gastroenteritisa Sirom sveta (Siebenga i sar., 2009),
dok je GI genotip Cesto otkriven u epidemijama izazvanim hranom i vodom (Vinje,
2015). Tackastim mutacijama i genetskim rekombinacijama kontinuirano se stvaraju
novi sojevi Gll.4 genotipa norovirusa (Green, 2013). Od sredine devedesetih, sedam
razli¢itih GIL.4 varijanti su se sukcesivno pojavljivale svake 2-3 godine, zamenjujuci
prethodne dominantne varijante, a neke od varijanti GIl.4 povezani su sa globalnim
epidemijama gastroenteritisa (Vinje, 2015).

Od svih do sad prijavljenih sekvenci 91% spada u GII genogrupu, a najucestaliji
su ORF1 genotipovi GII.P4, GIl.Pe, GII.P7 i ORF2 genotipovi Gll.4, Gl1.6, GI1.3 (Van
Beek i sar., 2014.). Prema zakljuécima iz NORONET grupe, 2014. godine je po prvi
put GIL.Pe premasSio GII.P4. To je povezano s pojavom GII.4 Sydney 2012 ORF2
varijante, koja je u 2013. godini zamenila ve¢ postoje¢u GII.4 New Orleans 2009 ORF2
arijantu (Van Beek i sar., 2014.). Tokom zime 2012.-2013. godine u ltaliji je
zabeleZena pojava norovirusne infekcije kod 28,9% dece hospitalizovane zbog
gastroenteritisa, a tipizacijom je utvrdeno da se radi o GII.4 Sydney 2012 novoj
cirkuliSucoj varijanti, koja je prikazala promene epidemiologije NoV zabeleZene na
globalnom nivou. (Giammanco i sar., 2013.). Na istoj teritoriji je i nekoliko godina
kasnije detektovana ista genogrupa Sto ukazuje na to da sekvence NoV verno
odrazavaju epidemioloSku situaciju na lokalnoj teritoriji (Bella, 2016). Medutim,
izmedu 2009. i1 2013. godine, nekoliko ne-GIl.4 sojeva (GII.12, GII.1, GI.6) su takode

kruZile zajedno sa preteznim virusima GIL.4 (Vinje, 2015).
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Uprkos utvrdenim razlikama u sposobnosti NoV Gl i GlI da izazovu bolest
razli¢itim putevima infekcije, jo§ uvek nije poznata definitivna koli¢ina infektivne doze
norovirusa za svaku genogrupu, tako da je prilikom procene kriterijuma za bezbednost
potrebno sagledati ukupnu koli¢inu (NoV GI i GIl) (EFSA, 2012.), $to je najbolji na¢in
upravljanja rizikom. U naSoj studiji dobijeni rezultati pokazuju da se ¢ak u 32,3%
uzorka pojavljuju obe genogrupe norovirusa. U Velikoj Britaniji norovirus je otkriven u
76,2% ispitanih uzoraka Skoljke. Od ovih, GI je otkriven u 20,9%, GlI je otkriven na
7,7%, a GI i GII su otkriveni u ¢ak 47,6% ispitanih uzoraka (Lowther i sar. 2012;
CEFAS, 2014).

Podaci iz nau¢nih epodemioloskih istrazivanja ukazuju na to da postoji sustinski
rizik od pojave bolesti kada koncentracija virusa prelazi 2000 cpg (virusnih kopija/ g
digestivne zlezde), a neke epidemije su se javljale i pri vrednostima od 1000 cpg
(Lowther i sar., 2010). Na osnovu tih podataka, jasno je da, dagnje sa koncentracijom
virusa manjom od 150 cpg ne mogu da dovedu do pojave bolesti kod ljudi. Trenutni
savet Instituta za biologiju mora ¢ija je zvanicna laboratorija akreditovana za ovaj test je

da pouzdana granica treba da bude 200 cpg.

Sliéno prethodnim studijama (Le Guyader i sar., 2003; Lowther i sar., 2008;
Suffredini i sar. 2012; Bazzardi i sar. 2014, Bella i sar., 2016), i u nasoj je
ustanovljeno da se norovirus sezonski pojavljuje u dagnjama, sa vecom ucestalo$c¢u
tokom zimskih meseci. Mogucéa objasnjenja ukljucuju veéu otpornost virusa usled
niskih temperatura, manje UV svetlosti, na koju su norovirisi osetljivi, Ceste padavine i
povecane cirkulacije virusa u humanoj populaciji, turizam 1 ve¢a konzumacija morskih
plodova (Lowther i sar. 2012). Smatra se i da dagnje imaju ubrzani metabolizam tokom
letnjih meseci, u toplijim vodama, pa da se virus kra¢e u njima zadrzava, dok je zimi
sporiji pa se akumulira veéa koli¢inu virusa (Hernroth i Allard, 2007). Uzgajalista
dagnji nalaze se uz obalu, pa su pod uticajem mnogih ekoloskih faktora, zemljista,

slatkovodne i morske sredine.

U studiji Lowther i saradnika (2012) najveci broj pozitivnih uzoraka dobijen je u
februaru (100%), a najmanji u septembru (47%), za razliku od nasih rezultata gde je

maksimalan broj pozitivnih uzoraka dobijen u septembru (100%). Ovaj rezultat nije
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neocekivan, s obzirom na veliki broj kisnih dana u ovom mesecu na nasem ispitivanom

podrucju.

lako epidemije dominiraju uglavnom tokom zimskih meseci, one u leto ne nestaju
(Lopman i sar., 2008). Primer za to je epidemija koja je zabeleZena u Spaniji, gde je
statisticki znacajno veca pojava virusa tokom letnjih meseci, odnosno od aprila do
septembra (p <0.0001) u odnosu na hladnije mesece, od oktobra do marta (Polo i sar.,
2015). U nasoj studiji se virus takode pojavljivao tokom svih meseci u godini, 0sim

avgusta.

Razlic¢ite vrste Skoljkasa mogu imati razli€iti intenzitet filtracije iako su gajene pod
istim uslovima. Faktori Zivotne sredine koji mogu imati uticaj na filtraciju Skoljki jesu
temperatura, salinitet, rastvoreni kiseonik, pH i dr. Cak i predstavnici iste vrste mogu
razli¢ito da se ponasaju pod istim uslovima. Zato je jako tesko predvideti efekat ovih

faktora ili vremenskih uslova na stopu akumilacije virusa u dagnjama.

Istrazivanjem je utvrdeno da su mikroorganizmi fekalnog porekla, koji dospeju u
more, izloZzeni znaCajnom stresu, koji je rezultat nagle promene uslova u moru, u
odnosu na uslove koje su imali u digestivnom traktu domacina (niZza temperatura,
povecan salinitet, manje hranljivih materija). Takode se dokazalo da se one mogu
adaptirati na te uslove. Na preZivljavanje patogenih mikroorganizama koji putem
otpadnih voda dospevaju u morsku sredinu uti¢e ¢itav niz ¢inioca, od kojih su najvazniji

svetlost (suncevi zraci), temperatura, salinitet, pH, rastvoreni kiseonik i dr.

Jadran ima dosta visoki salinitet, ali je vrednost saliniteta niza u odnosu na isto¢ni
Mediteran. U juznom Jadranu voda je veceg saliniteta nego u severnom, koji je pod
vecim uticajem slatke vode dospele u more putem reka. Virusi mogu u morskoj vodi da
opstanu duze od bakterija 1 svoju infektivnost mogu da odrze i nekoliko nedelja.
Prosecni salinitet morske vode je varirao tokom peroda naSeg istraZivanja, a alohtonim
mikroorganizmima je najpovoljniji oko 9%o.. Ova znacajna razlika moze da dovede do
inaktivacije mikroorganizama, koja se odvija kroz osmotski $ok ili specificnu toksi¢nost
jona. U uslovima malog variranja saliniteta, ovaj Cinilac nije od vece vaznosti ze

prezivljavanje mikroorganizama (Soli¢ i Krstulovié¢, 1992). Isti rezultati dobijeni su i u
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nasoj studiji, gde je salinitet varirao od 21-32%o i gde nije imao uticaj na pojavu

norovirusa.

U okruzenju, crevni virusi mogu preziveti u Sirokom opsegu pH (pH 3 do 10) i na
jako niskim temperaturama (Kocwa-Haluch, 2001). U nekoliko studija, utvrdeno je da
se virusi ¢eSée javljaju pri nizim temperaturama i tako opstaju duze u prirodnim
sredinama (morskoj vodi, rekama i podzemnim vodama) (Green, 1999; Lipp, 2001;
Lipp, 2002).

U vestackoj morskoj vodi, virusi su detektovani pomoc¢u RT-PCR 1 vise od 60
dana na temperaturama od 22°C, ali samo 30 dana pri 30°C (Wetz i sar., 2004). S
obzirom na to, da su se pH vrednosti morske vode, uzorkovane na ispitivanim
podrucijima, u toku godinu dana kretale u u granicama normale (prose¢no od §,14-
8,18), nije ustanovljena statistiCka korelacija izmedu sezonskog pojavljivanja NoV i

sezonske varijacije pH vrednosti, koja u ovom slu¢aju nije bila velika.

Procena kvaliteta 1 zdravstvene bezbednosti Skoljki regulisana je evropskom
Uredbom o higijeni hrane 854/2004. Redovni monitoring proizvodnih podrucja za uzgoj
dagnji, podrazumeva pracenje nivoa bakterija, indikatora fekalnog zagadenja, radi
spreCavanja konzumacije virusima kontaminiranih Skoljki, a trenutno ne ukljucuje
kontrolu prisustva virusa u dagnjama. Evropska regulativa 853/2004 propisala je
odredena pravila koja se odnose na dozvoljeni nivo ovih bakterija u dagnjama. Na
osnovu te regulative, dagnje iz proizvodnih podrucja koja pripadaju A kategoriji (<230
E.coli/100 g mesa i meduljustularne te¢nosti) mogu se konzumirati sirove, dagnje iz
uzgajalista koja pripadaju B kategoriji (<4,600 E.coli /100 g mesa i meduljustularne
teCnosti) moraju da produ procese preciS¢avanja, dok dagnje iz uzgajalista C kategorije
(<46,000 E.coli/100 g mesa i meduljustularne tecnosti) moraju biti na dugorocnom

preciS¢avanju, ili termicki obradene.

Ukoliko dobije rezultate znacajnog fekalnog zagadenja, ili nalaza norovirusa,
nadleZzni organ moze zatvoriti podrucje proizvodnje Skoljki. Ponovno otvaranje
proizvodnog prostora sledi kada rezultati budu u skladu sa zahtevima standardima za
dozvoljeni broj E. coli u dagnjama. Medutim, iz podruc¢ja proizvodnje $koljki koje su
ponovo otvorene u ovim okolnostima prijavljene su NoV epidemije (EURL, 2014). U
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SAD minimalni period zatvaranja uzgajalista je 21 dan (NSSP 2013), dok je u
Francuskoj 28 dana uz konstantne negativne rezultate na prisustvo virusa i kontrolisane
bakterijske indikatore (CEFAS, 2014).

Nekoliko studija ukazuje na to da ovi bakterijski standardi ne pokazuju adekvatan
rizik od virusa koji se prenose Skoljkama, ukljuuju¢i viruse poput adenovirusa,
rotavirusa, astrovirusa, norovirusa, enterovirusa i hepatitisa A (Lees, 2000; Jiang i sar.,
2001; Fong and Lipp, 2005; Shin i sar., 2013). Ove studije podupiru pretpostavku da
bakterijski parametri (fekalni indikatori) sami po sebi nisu dovoljni za identifikaciju i
prisustvo crevnih virusa u Skoljkama. Takode, dokazuju prisustvo norovirusa u
dagnjama koje su imale nivo E. coli ispod regulatornih ograni¢enja. Campos i Lees su
2014. godine objavili nekoliko mogucih razloga zbog kojih dolazi do ove pojave. Jedan
od njih je taj Sto se virusi drugacije ponasaju u Celiji domacina i u okruZenju, zatim
razli€it je stepen inaktivacije virusa i bakterija tokom tretmana otpadnih voda i na kraju
drugadija je kinetika eliminacije virusa i bakterija iz organizma dagnje. Pored toga,
norovirusi vode poreklo iskljucivo iz fecesa ljudi, dok E.coli moze dospeti u zivotnu

sredinu i iz ljudskog i Zivotinjskog fecesa.

Nasi rezultati ukazuju da Skoljke mogu biti sredstvo za prenos norovirusa ¢ak i
kada je najverovatniji broj E. coli ispod propisane granice. U ¢ak 15 uzoraka u kojima je

broj E.coli bio manji od 230 MPN/100 g (uzgajaliste A klase) ustanovljen je norovirus.

Ovi nalazi ukazuju na potencijalnu potrebu da se revidiraju kriterijumi bezbednosti
za uzgajaliSta Skoljki 1 ukljucivanje virusnog indikatora bi bilo znaCajno za javno
zdravlje i za ekonomski prosperitet. Pokazalo se da upotreba jednog fekalnog indikatora
za klasifikaciju proizvodnih podruc¢ja za uzgoj $koljki nije adekvatna za procenu rizika

po javno zdravlje ljudi.

Problem fekalnog zagadenja prisutnog i u priobalnim vodama, takode ima
uticaja na sanitarni kvalitet organizama koji u tom podrucju zive. Jedan deo ovih
bakterija se moze akumulirati u razli¢itim morskim organizmima, pogotovu onim Koji
se hrane filtracijom morske vode, medu kojima su $koljke najvaznije. Budi¢i da Skoljke,
pogotovu Mytilus galloprovincialis imaju znacajnu ulogu u ljudskoj ishrani vazno je

ispitati koncentraciju potencijalnih bakterija u morskoj vodi na uzgajalistima. Nasa
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ispitivanja nisu pokazala vezu izmedu pojave norovirusa u dagnjama i koli¢ine bakterija
u morskoj vodi. Doslo se do zakljucka da broj bakterija E.coli u morskoj vodi prati broj
bakterija E.coli u dagnjama, $to ukazuje na veliku mo¢ dagnji da akumiliraju patogene

1z svog okruzenja.

S obzirom na to da su virusi koji se nadu u morskoj vodi jedna od grupa
organizama koje ¢ine plankton, pored bakterija, cijanobakterija, algi, gljiva, protista i
metazoa (Reynolds, 2006), zeleli smo da ispitamo da li postoji zavisnost izmedu virusne
prevalence i gustine fitoplanktonske komponente, koja ujedno predstavlja i hranu za
Skoljke.

Sastav fitoplanktona veoma varira i prostorno i vremenski, a zavisi od
kompleksa abiotickih i bioti¢kih ekoloskih faktora u nekom vodenom sistemu.
Kvantitativne 1 kvalitativne promene u sastavu fitoplanktona predstavljaju “odgovor”
zajednice na promene ekoloskih faktora.

Najvaznije taksonomske grupe u okviru morskog fitoplanktona su silikatne alge
(Bacillariophyta) i dinoflagelate (Dinophyceae), a u neSto manjoj meri zlatne
(Chrysophyceae) i modrozelene alge (Cyanobacteria).

Nekoliko autora ukazivalo je na to da Cestice u moru znacajno povecavaju
kapacitet prezivljavanja virusa i povecavaju njegov potencijal za interakcijama sa
lokalnim morskim organizmima (Shumway, 1990; Reynolds, 2006). Virusi se veoma
lako apsorbuju na fine, partikularne Cestice, 1 na taj nacin se transportuju kroz vodu, pa
sve do uzgajaliSta Skoljki, pa predstavljaju rizik po zdravlje ljudi. Neka istrazivanja u
Jadranskom moru, pokazala su da neke vrste algi adsorbuju viruse i tako umanjuju
mogucnost njihovog otkrivanja. Priliv nutritijenata u prolece 1 jesen predstavlja glavni
razlog za povecanje koncentracije hlorofila a 1 brojnosti fitoplanktona (Krivokapié¢ i

sar., 2009).

U naSem istraZivanju brojnost fitoplanktona, odnosno koncentracija hlorofila a
nije u korelaciji sa pojavom virusa, odnosno zakljucili smo da ovi parametri nemaju
uticaja na njegovu pojavu i da ne mogu biti indikatori pojave virusa u dagnjama. U

zimskom delu godine, njegova bujnost opada, a belezi se veca pojava virusa.

S porastom temperature tokom letnjih meseci, uspostavlja se termoklima koja

razdvaja trofiénu zonu od dubinske, bogate nutritijentima. U jesenjem delu godine,
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opadanjem temperature vode, dolazi do ponovnog mesanja vodenih masa i nutritijenata
1 povecanja produkcije, ¢emu doprinose i vetrovi i smanjeni intenzitet svetlosti. Sve
zelene biljke sadrze hlorofil, pa koncentracija fotosintetskih pigmenata moze posluziti

kao indikator biomase fitoplanktona.

Dokaz norovirusa i u nasim uzorcima, potkrepljuje Cinjenicu da je norovirus
rasprostranjen svuda u svetu. Ovi rezultati mogu doprineti uvodenju kvalitetnog plana
monitorniga dagnji. Implementacija monitoring programa omogucéila bi bolje
upravljanje uzgojem 1 plasiranjem dagnji na trziSte. Razvojem novih dijagnostickih
metoda moguce je otkriti prisustvo virusa i u malim koli¢inama koje mogu biti dovoljne

za izazivanje bolesti

Sa druge strane, testiranje krajnjih proizvoda na prisustvo virusa, ne moze
upotpunosti osigurati bezbednu hranu na trzistu. Troskovi testiranja stavljaju se na teret
subjekata u poslovanju hranom (SPH), odnosno proizvodjaca skoljki, $to moze kostati
proizvodace i 10% od ukupne vrednosti njihovog ulova, s obzirom na cenu kompleta
reagensa koji se koriste za molekularna ispitivanja (Hess, 2010). Osim toga, testiranje
krajnjih proizvoda ne uzima u obzir osnovni uzrok problema, §to je covekovo zagadenje

fekalijama u podrucju proizvodnje dagnji.

Proizvodaci Skoljki su takode odgovorni za procenu rizika u proizvodnim
podrucijima i za dobru proizvodnu praksu koju primenjuju da bi umanjili uticaj izvora
zagadenja (DEFRA, 2015). Kontrola NoV-a treba da smanji rizik pre Zetve, posto su
najznacajniji izvori virusa u podrucjima sakupljanja Skoljke izvori ljudskog zagadenja
fekalijom. Trenutno, vodoprivredna preduzeca u Evropi nisu regulisana za virusno
zagadenje. Nije moguce preporuciti jedno reSenje za inaktivaciju NoV, a troSkovi Cesto

prevazilaze finansijske moguc¢nosti vezane za inaktivaciju virusa (Barret i sar., 2016).

Osim dagnji, sveze povrée i maline su takode visoko rizi¢ne namirnice sa
aspekta norovirusne infekcije, kako zbog toga $to se jedu uglavnom bez predhodne
termicke obrade, tako i zbog nemogucnosti kvalitetnog ispiranja/pranja namirnice.
Kontaminacija hrane virusima sve je veci javno zdravstveni problem i potrebna je
kvalitetna saradnja i koordinacija svih institucija ukljuenih u proces nadzora i

proizvodnje kvalitetnih i zdravstveno ispravnih namirnica na trzistu.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenog ispitivanja, dobijenih rezultata kao i podataka iz

aktuelne literature, moze se zakljuciti sledece:

1. Primenom molekularne metode Real Time RT-PCR dokazano je prisustvo

norovirusa u 41% ispitivanih uzoraka dagniji.

2. U pozitivno identifikovanim uzorcima, kod 4 (12,9%) je utvrdeno prisustvo
norovirusa genogrupe Gl, a kod 17 (54,8%) uzorka norovirus genogrupe Gll, dok je kod
10 (32,3%) uzoraka utvrdeno istovremeno prisustvo norovirusa obe genogrupe

(GI+Gl).

3. Metodom genotipizacije utvrdeno je da su svi detektovani norovirusi
genogrupe GI pripadali genotipu GI.2, dok je vecina detektovanih norovirusa genogrupe

Gl pripadala genotipu Gl1.4, izuzev jednog koji je pripadao genotipu GlI.2.

4. Rezultati filogenetske analize ukazuju na genetsku sli¢nost izmedu norovirusa
izolovanih u ovoj disertaciji i onih ranije opisanih u svetu. Na osnovu nukleotidne
sekvence ispitanog ORF2 fragmenta sojeva NOV_GI MNE 1, 2, 3, 4 utvrdena je
slicnost od 98,1% do 99,2% sa izolatom Southampton virusa (L07418), a na
nukleotidne sekvence ispitanog ORF2 fragmenta sojeva NOV_GII_MNE 2, 3, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 14, 17, 22, 24 utvrdena je sli¢nost od 96,4% do 98,5% sa izolatom
Hu/GlI1.4/sydney/NSWO05 (JX459908), trenutno najrasprostranjenijem epidemijskim

sojem.

5. Ustanovljena je sezonska varijacija prisustva norovirusa u dagnjama. Najveci
broj pozitivnih uzoraka zabeleZen je tokom zimskih meseci, odnosno u decembru,
januaru i februaru, dok je najmanji broj pozitivnih uzoraka detektovan u letnjem

periodu.
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6. StatistiCkom analizom ustanovljeno je da se sa smanjenjem temperature mora
statisticki znacajno poveéava pojava virusa u ispitivanim uzorcima dagnji. Ostali
ispitivani fizicko-hemijski parametri morske vode (pH, salinitet, zasi¢enje kiseonikom)

nisu imali statisticki zna¢ajan uticaj na pojavu norovirusa u dagnjama.

7. Varijacija bujnosti fitoplanktonske komponente i koncentracije hlorofila a nije

imala statisti¢ki znac¢ajan uticaj na pojavu virusa u dagnjama.

8. Nije ustanovljena statisticki znacCajna korelacija izmedu mikrobioloskih

parametara morske vode i pojave virusa u dagnjama.

9. Nije ustanovljena korelacija izmedu najverovatnijeg broja E.coli i pojave virusa
u dagnjama. Norovirus je ustanovljen u 15 uzoraka koji su inace zadovoljavali

propisane kriterijume higijene za najverovatniji broj E.coli u dagnjama.

10. Dobijeni rezultati istrazivanja ukazuju na potrebu uspostavljanja plana

monitoringa prisustva norovirusa u dagnjama, u cilju poboljSanja javnog zdravlja.
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