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Prisustvo i genetiCki diverzitet Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp. i Toxoplasma
gondii u povrsinskim vodama Srbije

Sazetak

Voda je neophodan resurs za ljudsko drustvo, stoga je vazno da ona bude i bezbedna za upotrebu.
Usled rasta potrebe za vodom, Cesto se pribegava i upotrebi vode koja nije hemijski i bakterioloski
ispravna. Predmet ovog istrazivanja jesu parazitske protozoe Giardia intestinalis, Cryptosporidium
spp. i1 Toxoplasma gondii i detekcija njihovih Zivotnih oblika u povrS$inskim vodama u Srbiji. Da bi
se utvrdilo prisustvo parazita u vodotokovima, kao i stepen kontaminacije, analizirana su vodna tela
propisana programom mera Agencije za zaStitu zivotne sredine koja se nalaze u 19 okruga,
ukljucujuéi i grad Beograd. Uzorkovanje vode zapocCeto je krajem 2018. godine i trajalo je do jula
2021. godine, i tom prilikom je sakupljeno 48 uzoraka vode iz povrSinskih voda razlicite kategorije.
Za detekciju (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. koris¢ena je metodologija US EPA 1623
dok je detekcija oocista T. gondii vrsena PCR metodom uz prethodno koncentrisanje uzorka. Od
ukupno 48 uzoraka, u 24 (50%, 24/48) detektovana je barem jedna od tri ispitivane protozoe. Rezultati
testa imunofluorescencije (IFA) pokazali su prisustvo cista G. intestinalis u 14 uzoraka (29,2%,
14/48), prisustvo oocista Cryptosporidium spp. u pet (10,4%, 5/48), dok su ciste i oociste oba parazita
detektovane u tri uzorka (6,25%, 3/48). PCR metodom amplifikacije B-giardin gena prisustvo gDNK
G. intestinalis detektovano je u osam uzoraka (16,6%, 8/48), dok amplifikacija nijednog od Cetiri
gena koris¢ena u detekciji Cryptosporidium spp. nije bila uspesna. U Cetiri uzorka (8,3%, 4/48)
detektovana je gDNK T. gondii, pri ¢emu je u detekciji prvo koris¢en 529 bp repetitivni fragment,
nakon Cega su za potvrdu koris¢eni geni GRAG | SAG2. Tipizacija asemblaza G. intestinalis bila je
uspesna u tri uzorka. U jednom uzorku detektovana je asemblaza A, dok je u preostala dva uzorka
detektovana asemblaza B. Statistickom obradom podataka o hidromorfoloskom kvalitetu voda nije
se ustanovila povezanost tih parametara i1 prisustva parazita u vodi. Takode, koriS¢enjem qGIS
softvera, lokacije na kojima je vrSeno uzorkovanje, kao i njihov status u odnosu na detekciju parazita,
prikazani su na mapi Republike Srbije. Na osnovu toga zapaZeno je vece prisustvo protozoa u vodama
u Ma¢vanskom i Sremskom okrugu u zapadnoj Srbiji, kao i Pomoravskom i Sumadijskom okrugu u
centralnoj Srbiji.

Rezultati ove doktorske disertacije po prvi put u Srbiji ukazali su na postojanje kontaminacije
vodotokova parazitskim protozoama G. intestinalis, Cryptosporidium spp. i T. gondii. Podaci dobijeni
ovim istrazivanjem mogu se iskoristiti za pravljenje strategije za zaStitu zdravlja ljudi 1 Zivotinja 1
sprecavanje hidri¢nih epidemija, a takode predstavljaju uvod u dalja, opseznija istraZivanja u ovoj
oblasti koja bi pomogla boljem razumevanju kontaminacije i distribucije parazitskih protozoa u
povrsinskim vodama Srbije.

Kljuéne redi: parazitske protozoe, Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp., Toxoplasma gondii,

detekcija, povrSinske vode, PCR, spoljasnja sredina, vodeni ekosistem
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Occurrence and genetic diversity of Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp. and
Toxoplasma gondii in surface waters in Serbia

Abstract

Since water is such an important resource for human society, it must be safe to use. Due to the
rising demand for water, it is becoming increasingly common to use water that is neither chemically
nor bacteriologically suitable. This research focused on the parasitic protozoa Giardia intestinalis,
Cryptosporidium spp. and Toxoplasma gondii, and the detection of their life forms in surface waters
in Serbia. Water bodies designated as economically or strategically significant for the country by the
Serbian Environmental Protection Agency, in 19 administrative districts, were analysed to determine
the occurrence of parasites as well as the degree of contamination. Water sampling began at the end
of 2018 and continued through July 2021; during that time, 48 water samples were collected from
various types of surface waters. The US EPA 1623 methodology was used to detect (oo)cysts of G.
intestinalis and Cryptosporidium spp., while the detection of T. gondii was performed by PCR with
prior concentration of the sample. According to the results of immunofluorescence assays, evidence
of at least one of the three protozoa were found in 24 of the 48 samples (50%, 24/48). G. intestinalis
cysts were found in 14 samples (29.2%, 14/48), Cryptosporidium spp. oocysts in five (10.4%, 5/48),
while cysts and oocysts of both parasites were found in three samples (6.25%, 3/48). G. intestinalis
B-giardin gene was detected by PCR amplification in eight (16.6%, 8/48) samples, but the attempts
to amplify any of the four genes used to detect Cryptosporidium spp. remained unsuccessful. T. gondii
gDNK was detected in four samples (8.3%, 4/48), firstly by amplification of the 529 bp repetitive
fragment and then confirmed by detection of the GRA6 and SAG2 gene sequences. Typing of G.
intestinalis assemblages was successful in three samples. Assemblage A was detected in one, and
assemblage B in the remaining two samples. There was no association of hydro-morphological water
quality with the presence of parasites in water. Also, using qGIS software, the locations where the
sampling was performed as well as their status in relation to sample positivity were shown on the
map of the Republic of Serbia. Based on that, a greater presence of protozoa was observed in the
waters in the Ma¢va and Srem districts in Western Serbia, as well as in the Pomoravlje and Sumadija
districts in Central Serbia.

Results of this Dissertation showed, for the first time in this country, that parasitic protozoa G.
intestinalis, Cryptosporidium spp. and T. gondii contaminate Serbian watercourses. These findings
could be used to establish a prevention and control strategy for protecting human and animal health,
primarily by preventing waterborne epidemics. Also they laid a foundation for further research in this
area that could improve the understanding of the scope and precise distribution of parasitic protozoa
contamination in Serbian surface waters.

Keywords: parasitic protozoa, Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp., Toxoplasma gondii,
detection, surface water, PCR, environment, aquatic ecosystem

Scientific field: Ecology
Scientific area: Hydroecology; Protozoology; Ecology of protists
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1. Uvod

1.1. Znacaj i dostupnost vode kao prirodnog resursa u Evropi

Voda predstavlja jedan od najvaznijih obnovljivih resursa neophodnih za zZivot na planeti Zemlji
1 pokriva oko 71% planete (Visbeck, 2018). Od ukupne koli¢ine vode na Zemlji, 97,5% je slana voda
koja je deo okeana i mora, dok je samo 2,5% slatka voda. Najveci procenat slatke vode, oko 69%
zarobljen je u polarnom ledu i lednicima (Degefu et al., 2018), dok oko 30% ¢ine podzemne vode
(Oki et al., 2006; Hoekstra et al., 2012). Samo oko 0,4% ukupne zapremine vode na planeti nalazi se
u povrsinskim slatkovodnim ekosistemima i atmosferi. Upravo taj mali procenat vode u povrSinskim
eksistemima jeste voda koja je najvise dostupna ¢oveku. Medutim, ni ova dostupnost nije ravnomerno
rasporedena vremenski (tj. tokom sezona ili godi$njih doba), a ni prostorno (Gain et al., 2014; Degefu
etal., 2018).

Voda je neophodan resurs za ljudsko drustvo jos od momenta njegovog formiranja. Pored toga
Sto je apsolutno neophodna za zivot, predstavlja kljucan deo ekonomije svake razvijene zemlje ili
zemlje u razvoju a njen najveci deo koristi se za proizvodnju energije (struje), u privredi, a posebno
u poljoprivredi, tj. proizvodnji hrane. Voda, iako obnovljiv resurs, ipak je ograni¢ena koli¢inski, a i
u kvalitetu izuzetno varira. StanovniStvo Evrope, istorijski posmatrano, nikada nije imalo vecih
problema da obezbedi neophodne koli¢ine vode, medutim, kako je populacija na evropskom
kontinentu rasla, tako su se povecavali 1 prohtevi za koli¢inom 1 dostupnos¢u vode. Potreba za
dovoljnom koli¢inom ispravne vode narocito je izrazena u juznim delovima Evrope (EEA, 2009).
Neophodno je ista¢i negativan uticaj klimatskih promena, ocitovanih u smanjenoj koli¢ini padavina,
Sto je posebno doprinelo smanjenju koli¢ine vode na kontinentu. Nizak vodostaj reka, isuSivanje
mocvara i nizak nivo podzemnih voda, veoma su uticali na Citave ekosisteme tj. i na biljni i na
zivotinjski svet. Nedostatak ili smanjenje dostupnosti vode takode su imali veliki uticaj na mnoge
grane privrede a narocito na poljoprivredu, gde je dostupnost velikih koli¢ina ispravne vode za
napajanje zivotinja i irigaciju od klju¢nog znacaja (EEA, 2009; EEA, 2010a; Markland et al., 2017).

Prema podacima iz 2010. godine, na navodnjavanje useva i napajanje stoke u evropskim
zemljama trosilo se u proseku oko 33% ukupne koli¢ine dostupne vode. U zemljama Juzne Evrope
koli¢ina vode koja se potrosi na navodnjavanje useva kreée se i do 80% (EEA, 2012). Smatra se da
¢e se, usled povecanja proizvodnje i jo§ veceg razvoja industrije, potreba za vodom do 2050. godine
uvecati za 55%, Sto bi moglo dodatno da ugrozi dostupnost ovog resursa neophodnog za poljoprivredu
(OECD, 2008). U poslednjih 50 godina koli¢ina vode potrebna za poljoprivredu i navodnjavanje
useva povecala se tri puta, tako da se smatra da se viSe od 70% vode trosi na zalivanje useva (GA,
2016).

Osim drasti¢nog uticaja na dostupnost vode za navodnjavanje, klimatske promene uti¢u i na njen
kvalitet. NarocCito tokom letnjih meseci susa se sve ¢eSce javlja, Sto je posebno izrazeno na jugu
Evrope kao i na ostrvima u Mediteranu, i uslovljava smanjenje prinosa razli¢itih biljnih kultura. Sam
smanjeni kvantitet nije jedino §to je zabrinjavajuce, posto nedostatak vode direktno utice na to da se
ljudi okre¢u alternativnim izvorima vode za navodnjavanje koji vrlo cesto nisu hemijski ni
mikrobioloski ispravni (EEA, 2010b). Kanalizacioni ispusti, industrijske otpadne vode, kao i spiranje
obradivog zemljiSta sa njiva prethodno tretiranih prirodnim dubrivom, moze da dovede do zagadenja
vode (Li et al., 2021). Ukoliko se kontaminirana voda, koja se prirodno vraca u cirkulaciju kroz
povrsinske ili podzemne vode, ponovo koristi za navodnjavanje ili napajanje stoke, moze do¢i do
trovanja ili do epidemija i epizootija (Weller et al., 2015). Imajuci u vidu navedene rizike po zdravlje
ljudi i zivotinja i moguce nacine da se oni eliminiSu ili makar minimiziraju, razvoj tehnologija za
precis¢avanje vode koja omogucava reciklazu vec¢ iskoris¢ene vode u tehni¢ku vodu za irigaciju, pa



¢ak i pijacu, znacajno je napredovao. Zahvaljujuéi finansijskim podsticajima Evropske Unije, kao §to
je na primer SUWANU projekat (2019° SUWANU), neke zemlje (Spanija, Kipar, itd.) koriste upravo
ovu obnovljenu (engl. reclaimed) vodu za irigaciju. Obnovljena voda nakon obrade postaje bistra,
Gista i nema miris. U Spaniji se upotreba obnovljene vode kreée oko 10%, a u nekim regijama dostize
cak 1 72%. Na zalost, uprkos finansijskoj podrsci, tehnologija za precis¢avanje otpadnih voda
izuzetno je skupa i nije dostupna mnogim zemljama koje su pogodene periodima suse koji traju od
nekoliko meseci, pa ¢ak do nekoliko godina. U centralnoj Evropi, susni period tokom proleca
ponavlja se poslednjih 14 godina (loanita et al., 2020).

1.1.2. Voda kao rezervoar i medijum za transmisiju mikroorganizama

Vode u kojima postoji veca koli¢ina rastvorenih nutrijenata nazivaju se eutrofnim i one veoma
Cesto predstavljaju pogodan medijum za prenos, pa i razmnoZavanje patogenih mikroorganizama. Do
eutrofikacije vode moze do¢i prirodnim putem u samom sistemu ili van njega, medutim, veoma ¢esto
presudan uticaj imaju antropogeni faktori. Vodotokovi u veéini zemalja predstavljaju recipijente za
ispuStanje fekalnih materija, te je ovo dominantan naéin na koji u njih dospevaju patogeni
mikroorganizmi koji se prenose vodom. Ljudi 1 Zivotinje mogu da se inficiraju konzumiranjem
higijenski neispravne vode, plivanjem, ili pak konzumiranjem hrane koja je pripremljena ili oprana
vodom kontaminiranom patogenima (Magana-Arachchi et al., 2020). Upotreba kontaminirane vode
dovela je do pojave mnogih hidri¢nih epidemija, $to nije neobi¢no s obzirom na to da je u svetu
zabelezen veliki stepen kontaminacije povrSinskih voda razli¢itim patogenima (Patel et al., 2016).
Patogeni koji se prenose vodom mogu se podeliti na viruse, bakterije 1 parazite, s tim §to ¢e u okviru
ovog istrazivanja paznja biti usmerena na parazitske protozoe, iako se putem vode mogu preneti i
druge grupe parazita (Bridle, 2014).

Najmanji od patogena koji se prenose vodom jesu virusi ¢ija se veli¢ina kre¢e od 20-300 nm. lako
veliki broj virusa koji se prenose vodom imaju tropizam prvenstveno ka gastrointestinalnom traktu
(GIT), neki virusi mogu da dovedu do infekcije i drugih sistema organa. Mada su uglavnom specifi¢ni
za vrstu, virusi mogu da dovedu do oboljevanja i ljudi i Zivotinja, tj. da budu uzro€nici zoonoza.
Pojedini virusi su veoma otporni u vodenoj sredini i mogu dugo da prezive ¢ak i u bunarima za
vodosnabdevanje koji se smatraju mikrobioloski ispravnima (Borchardt et al., 2007). Svetska
zdravstvena organizacija (SZO) izdvojila je nekoliko virusa od posebnog znacaja kao potencijalne
uzro¢nike hidri¢nih epidemija : Adenovirus, Astrovirus, Enterovirus, Hepatitis virus A i E, Norovirus,
Rotavirus i Sapovirus.Veéina navedenih virusa uglavnom izazivaju oboljenja samo GIT-a a glavni
put infekcije jeste per os (WHO, 2009).

Bakterije su veoma heterogena grupa mikroorganizama i naseljavaju sve ekosisteme na planeti
Zemlji, pa i vodene. U svakom mililitru vode nalaze se milioni jedinki razlicitih vrsta bakterija, a
samo jedan manji broj vrsta je patogen i predstavlja opasnost po zdravlje ljudi i Zivotinja. Veli¢ina
bakterija se razlikuje u zavisnosti od vrste i obi¢no iznosi od pola do nekoliko mikrometara, tj. znatno
su vece od virusa, a nesto sitnije od parazitskih protozoa, mada ovo ne mora uvek da bude pravilo
(Bridle, 2014). Najcesce bakterije uzrocnici hidri¢nih epidemija, ujedno prepoznate od SZO kao
posebno znacajne jesu: Campylobacter jejuni, C. coli, Escherichia coli (enterohemoragi¢ni soj),
Legionella spp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella enterica, Shigela spp.,
Vibrio cholerae (WHO, 2011). Na¢in infekcije je slican kao i kod virusa odnosno dominantno per o0s,
dok manji broj bakterija moze da izazove bolest dospevanjem u organizam preko koze ili inhalacijom.

Paraziti u vodi do domacina stizu na dva nacina — aktivnim putem, odnosno plivaju¢i (larve nekih
nematoda), ili pasivno, noSeni strujom (jaja, ciste, oociste). Kako ¢e se ovo istrazivanje baviti
parazitskim protozoama i detekcijom njihovih Zivotnih oblika, cista i oocista, prilagodenih za



opstanak u spoljasnjoj sredini odnosno u vodi, bi¢e istaknute neke njihove karakteristike. Protozoe
su takode mikroskopski sitni organizmi (veli¢ine od 5 um do 1 mm) ali su za razliku od bakterija
eukarioti, i obuhvataju sporozoe (intracelularni paraziti), amebe (koriste pseudopodije, odnosno lazne
nozice za kretanje), flagelate odn. bicare (poseduju bi¢eve za kretanje) i cilijate odn. trepljase (po
povrsini tela imaju veliki broj treplji koje koriste za kretanje, kao i prilikom ishrane) (Fenchel, 1987).
Najveci broj vrsta protozoa jesu slobodnoZivece, sposobne da autonomno egzistiraju u svom
okruzenju, za razliku od parazitskih koje makar u jednom stadijumu svog zivotnog ciklusa zavise od
domacina. Parazitske protozoe koje su od posebnog znacaja za zdravlje ljudi 1 zivotinja jesu:
Entamoeba histolytica, Cyclospora cayetanensis, Balantidium coli, Naegleria fowleri, Giardia
intestinaliis, Cryptosporidium spp., i Toxoplasma gondii (Garcia et al., 2017; Hemphill et al., 2019).

1.2. Patogene protozoe koje se prenose vodom

U naredna tri potpoglavlja izlozene su osnovne bioloske karakteristike — Zivotni ciklus, oblici i
morfoloske karakteristike — kao i putevi prenoSenja, patogeneza i klinicki znacaj protozoa koje su
predmet ovog istraZivanja.

1.2.1. Giardia intestinalis

Giardia intestinalis je jednocelijski eukariotski organizam, odnosno parazitska protozoa, koja od
kada je otkrivena jo§ u 17. veku, intrigira parazitologe zbog svojih neobic¢nih karakteristika
(Thompson & Ash, 2019; Adam, 2001). Ova protozoa uzro¢nik je oboljenja dardioze (lamblijaze,
dardijaze), i ima dve forme, trofozoit koji je metabolic¢ki aktivna forma i koja se nalazi u crevima
domacina (velikog broja ki¢menjaka ukljucujuci i Coveka), i formu ciste koja predstavlja infektivni
oblik a ujedno je veoma otporna na uslove spoljasnje sredine. G. intestinalis ima dva diploidna jedra
i oba su uklju¢ena u procese transkripcije; nedostaju joj neke organele poput peroksizoma i
mitohondrija; s druge sranje poseduje druge organele poput ventralnog adherentnog diska koji
omogucava parazitu prijanjanje za enterocite domacina (Thompson & Monis, 2004; Morrison et al.,
2007). Prevalencija dardioze kod ljudi u razvijenim zemljama iznosi izmedu 2 i 7% (Dixon, 2021), a
zoonotski potencijal G. intestinalis stavlja je u fokus istrazivanja parazitologa i svrstava je medu
vazne parazite koji se prenose hranom i vodom. U nerazvijenim zemljama prevalencija dardioze je
visestruko veca i krece se u rasponu 20-40% (Feng & Xiao, 2011). Takode, u nerazvijenim zemljama
najvisa stopa infekcije je kod dece mlade od 5 godina; pored G. intestinalis koja se nalazi na trecem
mestu po ucestalosti, dijareju kod dece jos izazivaju i Cryptosporidium spp. i rotavirus, ali sa daleko
ozbiljnijom klinickom slikom i1 posledicama (Lanata et al., 2013).

Prema staroj sistematici koja se zasnivala samo na morfoloskim karakteristikama, G. intestinalis
je pripadala filumu Sarcomastigophora, red Diplomonadida, porodici Hexamitidae. Medutim, prema
novijoj sistematici koja se zasniva na savremenim molekularno-genetickim i biohemijskim
pristupima, G. intestinalis svrstana je u filum Metamonada, subfilum Trichozoa, natklasu
Eopharyngia, klasu Trepomonadea, potklasu Diplozoa, red Giardiida i porodicu Giardiidae (Cox,
2002; Cavalier-Smith, 2003; Thompson & Monis, 2012).

Sistematika i taksonomski status vrsta u rodu Giardia, koje su razli¢iti autori prihvatali kao
validne, znacajno se menjala tokom prethodnih decenija, u zavisnosti od dostupnih metoda
proucavanja, ali i razlika u konceptima i kriterijumima koji su uzimani u obzir. Na osnovu
morfoloskih kriterijuma (na bazi svetlosne i elektronske mikroskopije), kao i procena specifi¢nosti u
odnosu na domacina, razli¢iti autori izdvajali su od tri do sedam vrsta tokom druge polovine XX veka
(prema Thompson & Monis, 2004; Ryan et al., 2021). Uvodenjem novih, molekularno-genetic¢kih
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metoda, broj vrsta koje autori prihvataju pocetkom XXI veka varira od Sest (Plutzer et al., 2010) do
jedanaest (Thompson & Monis, 2004). Do razlike dolazi pre svega zbog razli¢ite interpretacije
znacaja geneticke varijabilnosti unutar pojedinih prihvacéenih vrsta, tako §to autori tretiraju pojedine
genetiCke komplekse kao nezavisne vrste. Uz znacajne promene usled otkri¢a ili revalidacije dodatnih
taksonomskih entiteta, postoji i nomenklaturni problem: G. intestinalis predstavlja najvise
proucavanu vrstu, koja se u literaturi navodi pod jo§ dva imena — Giardia duodenalis i Giardia
lamblia, sa statusom sinonima. Po nomenklaturnim pravilima, G. duodenalis predstavlja
najkorektnije reSenje (Thompson & Monis, 2004), ali oko toga jo$ nije postignut dovoljan konsenzus
medu mnogobrojnim istraziva¢ima i prakticarima (Adam, 2001; Ryan et al., 2021). U ovom doktoratu
primenjena je nomenklaturna varijanta koja se koristi od strane referentnih baza Universal Protein
Resource (UniProt: https://www.uniprot.org/taxonomy/5741) i National Center for Biotechnology
Information (NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/taxonomy/5740/).

Giardia intestinalis se naziva jo§ i multispecijskim kompleksom §to je i potvrdeno analizom
antigena, kao i analizom polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (RFLP) (Feng & Xiao, 2011).
Ove analize su omogucile da se kompleks G. intestinalis podeli na nekoliko grupa koje su kasnije
dobile naziv asemblaze i kojih je ukupno osam. Asemblaze su oznacene slovima A-H (Morgan et al.,
1993). Asemblaze A i B poseduju najveéi zoonotski potencijal jer su najmanje specificne za
domacina, asemblaze C i D su uglavnom karakteristicne za pse, asemblaza E za goveda i druge
papkare, F asemblaza izaziva dardiozu macaka dok G parazitira uglavnom kod pacova (Mayrhofer et
al., 1995). Poslednja otkrivena je asemblaza H koja se javlja kod foka i drugih perajara i kod torbara
(Lasek-Nesselquist et al., 2010; Ryan et al., 2021) (Slika 1.1). Najnovija istrazivanja ustanovila su da
je vrsta G. microti, poput G. intestinalis, takode multispecijski kompleks, u okviru koga se nalaze jos§
tri asemblaze koje parazitiraju kod glodara, medutim, na osnovu geneticke specifi¢nosti i razlika,
termin asemblaza je ovom slu¢aju zamenjen terminom vrsta (van Keulen et al., 2002; Hillman et al.,
2016; Lyu et al., 2018). Na osnovu poslednjih istrazivanja konacan broj vrsta u okviru roda Giardia
iznosi devet, s tim §to u okviru vrste G. intestinalis postoji navedenih osam asemblaza (Ryan et al.,
2021).
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Slika 1.1. Asemblaze G. intestinalis i domacini u kojima najéesce parazitiraju



Do infekcije protozoom Giardia spp. dolazi nakon ingestije vijabilne i infektivne ciste putem
hrane ili vode ili direktnim kontaktom odnosno prenosom sa obolele na zdravu jedinku. Kao $to je
pomenuto, cista je dosta robusna pa tako neoste¢ena prolazi kroz zeludac i zeluda¢na kiselina je ne
inaktiviSe. Ekscistacija se odigrava u gornjim partijama tankog creva, naj¢esc¢e u dvanaestopalacnom,
gde se nekoliko sati nakon ingestije oslobadaju dva trofozoita koji se pomocu ventralnog diska
pripajaju za enterocite. Trofozoiti se umnozavaju binarnom deobom pri ¢emu jedan broj ostaje u
lumenu creva, dok se manji broj parazita incistira i fecesom izbacuje u spoljasnju sredinu. Kontinuitet
eliminacije i koli¢ina ekskretovanih cista mogu da osciluju u zavisnosti od vrste domacina i parazita
(Adam, 2001).

Kako je Giardia spp. jedna od najprimitivnijih eukariota, neki evolucioni biolozi smatraju da
predstavlja prelaz tj. vezu izmedu prokariotskih i eukariotskih organizama. Giardia spp. nema sve
organele koje inace poseduju drugi jednocelijski eukariotski organizmi, tako da to dodatno potvrduje
ovu teoriju (Sogin et al., 1991; Sulaiman & Cama, 2006). Vegetativna forma ili trofozoit, u zavisnosti
od vrste, duga je izmedu 12 1 15 pm a Siroka od 5 do 9 pm, karakteristi¢nog oblika suze ili kruSke
(Slika 1.2). Trofozoit je bilateralno simetric¢an i poseduje dva jedra koja su simetri¢no postavljena,
tako da trofozoit posmatran pod mikroskopom deluje kao da poseduje oci. Vegetativni oblik ima Cetiri
para flagela pomocu kojih se vrlo brzo krece i one su, prema mestu gde se nalaze, podeljene na
prednje, zadnje, ventralne i kaudalne. U osnovi svake flagele nalazi se bazalno telo. Trofozoit
poseduje ribozome i lizozome dok se Goldzijev kompleks ne vidi prilikom mikroskopiranja;
prelaskom parazita u formu ciste, medutim, Goldzijev kompleks postaje uocljiv. Trofozoiti se
uglavnom nalaze u srednjem delu jejunuma, ventralnim diskom zalepljeni za povrSinu creva, $to
sprecava da iz organizma domacina budu izbaceni peristaltickim pokretima (Adam, 2001). Ventralni
disk je veoma bitan deo trofozoita za prezivljavanje i zauzima skoro ceo donji (ventralni) deo parazita.
Zato je 1 dejstvo vecine antiparazitika usmereno bas na ventralni disk, sprecavaju¢i njegovo normalno
funkcionisanje i adheriranje parazita za enterocite (Holberton, 1973). Jo§ jedna morfoloSka
karakteristika trofozoita Giardia spp. je medijalno telo. Ova tvorevina je deo citoskeleta, prolazi kroz
sredinu tela parazita i izgradena je od mikrofilamenata. Medijalno telo je specificno za svaku vrstu
Giardia spp. pa se moze koristiti i za njihovu diferencijalnu identifikaciju (Meng et al., 1996).

gk -

Flagela

Slika 1.2. Trofozoiti Giardia spp. Preuzeto i licencirano
pod: CC BY-SA-NC


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/

Incistacija nastaje spontano i jo$ uvek se ne zna tacan razlog zasto i kada dolazi do prelaska iz
forme trofozoita u formu ciste. Veli¢ina ciste zavisi od vrste Giardia spp. i kre¢e se od 5 um do oko
15 pm. Trofozoit prelazi u formu ciste nakon zavrSene deobe jedara ali pre zavrSetka deobe
citoplazme. Ovo znaci da svaka formirana cista poseduje Cetiri jedra. Cista ima zid (omotac) koji se
sastoji iz dve membrane, spoljasnje mreZaste i unutrasnje dvoslojne (Erlandsen et al., 1990). Kao sto
je ve¢ pomenuto, omotac ciste pruza odlicnu zaStitu od spoljnih faktora, fizickih, hemijskih i
mehanickih. Tako se cista smatra metaboli¢ki neaktivnom formom Giardia spp., metaboli¢ki procesi
se unutar ciste ipak odvijaju i to na nivou od oko 10% metabolizma kod trofozoita (Paget et al., 1989).
Po izbacivanju putem fecesa iz tela domacina, cista Giardia spp. je odmah infektivna.

Dardioza
(G. intestinalis)

2

Kontaminacija hrane i/ili
vode infektivnim cistama

A\ = Infektivni oblik

A= Oblik od znacaja
za dijagnostiku

Slika 1.3. Zivotni ciklus G. intestinalis. Preuzeto i izmenjeno sa: Centers for Disease Control and
Prevention. DPDx: G. intestinalis (http://www.cdc.gov/parasites/giardia/biology.html)

Infekcija ljudi protozoom G. intestinalis i to uglavnhom asemblazama A i B, nastaje nakon
ingestije ciste, bilo putem kontaminirane hrane, vode, ili pak direktnim kontaktom (Slika 1.3). Na
osnovu obrade oko 2.800 uzoraka prikupljenih Sirom sveta, utvrdeno je da je asemblaza B
dominantnija kod ljudi i da prevalencija iznosi 58%, dok prevalencija asemblaze A u ljudskoj
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populaciji iznosi 37% (Ryan & Caccio, 2013). U razvijenim zemljama dardioza se najcesce javlja
kod ljudi koji €esto putuju u zemlje gde je ovaj parazit vise zastupljen (endemska podrucja), zatim u
centrima za smestaj veceg broja ljudi (prihvatiliSta, obdanista), kao i kod male dece (Eckmann, 2003;
Thompson & Monis, 2004). Prvi simptomi javljaju se izmedu 7. i 12. dana po infekciji i uglavnom je
to dijareja sa malapsorpcijom, povracanje, muc¢nina i nadutost (Bartelt & Sartor, 2015). Kako ¢e se
bolest dalje razvijati jeste individualno tj. izvestan broj obolelih ima blage, skoro neprimetne
digestivne smetnje koje brzo prolaze, dok jedan manji broj ljudi ima dugoro¢ne probleme i1 smetnje
u varenju koje perzistiraju ¢ak i nakon primene terapije. Kod ovakvih pacijenata, kod kojih dardioza
poprima hronian tok, progredijentno su zabelezene bolesti poput sindroma iritabilnog kolona,
alergije na hranu, artritis, itd. (Bartelt & Sartor, 2015). Interesantno je da su, uprkos nizu problema
koje moze izazvati, naro¢ito kod dece ili imunosupriminiranih pacijenata (Stark et al., 2009), nedavna
istrazivanja pokazala da infekcija protozoom G. intestinalis donekle ima i protektivni efekat. Naime,
utvrdeno je da G. intestinalis ispoljava antiinflamatorna svojstva kod ljudi koji ve¢ imaju hroni¢nu
dijareju uzrokovanu nekim drugim agensima (virusima ili drugim parazitima) (Cotton et al., 2015;
Einarsson et al., 2016).

Vrsta G. intestinalis je veoma Cest parazit domacih zivotinja §irom sveta, naro¢ito goveda, kao i
divljih Zivotinja (Feng & Xiao, 2011). Prevalencija dardioze zavisi od vrste i od starosti ispitivanih
zivotinja (Santin, 2020); istrazivanja su potvrdila da su mladunci podlozniji oboljevanju od adultnih
jedinki. Prevalencija infekcije Giardia spp. narocito je visoka kod goveda, a postoje znacajne razlike
u prevalenciji u zavisnosti od starosti zivotinja i na¢ina uzgoja, kao i kod svinja, koza i drugih vrsta
(Feng & Xiao, 2011). Kod domacih, odnosno farmskih zivotinja, dardioza uglavnom prolazi
asimptomatski, medutim, nije neobi¢no da se kod obolelih jedinki javi dijareja koja moze biti toliko
obilna da ¢ak dovede do uginu¢a. Cak i kao asimptomatska, kod goveda na primer, dardioza moze da
izazove znacajan pad produktivnosti a posledi¢no i velike ekonomske gubitke (Santin, 2020).

Prevalencija dardioze kod ku¢nih ljubimaca, narocito kod pasa i macaka, moze da bude prilicno
visoka i takode veoma osciluje u zavisnosti od vrste, rase, pola, itd. (Bouzid et al., 2015). Kod odraslih
jedinki obe vrste, infekcija protozoom Giardia spp. uglavnom prolazi bez simptoma. Kod mladih,
Istrazivanja sprovedena u evropskim zemljama u poslednjih nekoliko godina pokazala su da je
prevalencija kod pasa od 0,8% do 42%, a kod macaka od 5,9% do 20,5% (Piekara-Stgpinska et al.,
2021). Medutim, i u slu¢aju visoke prevalencije, i uprkos bliskom kontaktu ovih vrsta sa ljudima, sa
kojima dele prostor i hranu, rizik od transmisije parazita sa zivotinje na ¢oveka nije visok. Veéina
asemblaza koje su karakteristi¢ne za pse 1 macke ne izazivaju bolest kod Coveka ili se bolest javlja sa
veoma blagim simptomima, medutim svakako je pozeljno biti oprezan i u slu¢aju pozitivnog nalaza
kod kuénog ljubimca treba odrediti asemblazu izolata (Bouzid et al., 2015).

U spoljasnjoj sredini, kao npr. u zemljistu, lotickim i lentickim vodama kao i vodozahvatima,
ciste Giardia spp. mogu se naci prakti¢no svuda. Kontaminacija zemljista najcesce nastaje direktno,
dok kontaminacija vode moze da nastane direktno, kanalizacionim ispustima, i indirektno, spiranjem
zemljiSta kontaminiranog cistama. U mnogim zemljama postoje strogi pravilnici za monitoring
stepena kontaminacije vodotokova ovom protozoom, ali i pored toga epidemije se javljaju kao
posledica velike sposobnosti cista Giardia spp. da ostanu vijabilne u razli¢itim uslovima spoljasnje
sredine. Istrazivanja koja su se bavila odredivanjem prisustva cista ove protozoe u kanalizacionim i
otpadnim vodama Sirom sveta pokazala su prisustvo Giardia spp. u skoro 100% od ukupnog broja
uzoraka nepreradene kanalizacione vode koja se ispusta u vodotokove. Ovi podaci nisu Se mnogo
razlikovali ni u razvijenim kao ni u zemljama u razvoju (Caccio et al., 2003; Harwood et al., 2005;
Hachich et al., 2013; Kitajima et al.,, 2014). S druge strane, iako sistemi za preci§¢avanje
kanalizacionih voda smanjuju koli¢inu organskih materija koje se ispustaju u vodotokove, izvestan
broj istraZivanja je pokazao da je broj cista Giardia spp. zapravo veéi u prec¢is¢enim otpadnim vodama

7



nego neprecis¢enim, a pretpostavlja se kao posledica koncentracije. Medutim, to moze da bude i
posledica neadekvatnog uzorkovanja, lakSe detekcije parazita u Cistijem uzorku, nejednakoj
distribuciji cista u nepreciS¢enoj kanalizacionoj vodi i sl. (McBride et al., 2013). Kontaminacija
zemljista cistama moze da dovede i do kontaminacije vode ukoliko dode do njegovog spiranja usled
padavina, a posebno je znacajno to Sto ciste ostaju infektivne mesecima nakon dospevanja u
spoljasnju sredinu, ukoliko su uslovi adekvatni. Istrazivanja radena u Skandinaviji ipak su pokazala
da ciste gube vijabilnost nakon nekoliko ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja, $to se i dogada tokom
tamnosnjih zima. Ovo je kasnije potvrdeno i u laboratoriji tako da je otklonjena bojazan da zemljiste
kontamirnirano cistama tokom jedne godine moze da predstavlja opasnost i slede¢e (Robertson &
Gjerde, 2004). Medutim, u drugim delovima sveta i Evrope, gde temperature zimi nisu ekstremno
niske, ciste mogu da prezive i budu infektivne ¢ak i nakon zime (Plutzer et al., 2010).

1.2.2. Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. je ubikvitarni intracelularni, a ekstracitoplazmatski parazit, koji je
sposoban da veoma dugo prezivi u spoljas$njoj sredini jer dobro tolerise uticaj meteoroloskih i drugih
faktora. Ova sitna gregarina ima zoonotski karakter tj. sposobna je da izazove ozbiljna oboljenja ljudi
i zivotinja, ne tako retko i sa smrtnim ishodom (Thompson et al., 2016). Prva otkrivena iz ove grupe
organizama bila je Cryptosporidium muris koju je identifikovao Tyzzer, a dve godine kasnije, 1912.,
otkrivena je i Cryptosporidium parvum (Tyzzer, 1910; Tyzzer, 1912; Tzipori & Widmer, 2008).
Organizmi iz roda Cryptosporidium pripadaju filumu Apicomplexa zajedno sa jo§ nekim parazitima
od velikog znacaja za zdravlje ljudi, medutim, molekularna istrazivanja su pokazala da su ovi
(Carreno et al., 1999; Cavalier-Smith, 2014). Na primer, organizmi iz roda Cryptosporidium su, za
razliku od kokcidija, otporni na kokcidiostatike, a unutar domacina formiraju dva tipa oocista, sa
debelim i sa tankim omota¢em, pri ¢emu su sitnije od oocista kokcidija (Ryan et al., 2003). Takode,
kod vrsta C. andersoni i C. parvum primecene su faze ekstracelularnog razmnoZavanja koje podseca
na razmnozavanje gregarina (Ryan & Hijjawi, 2015). Ovo je potvrdeno i eksperimentalno kada su se
ovi organizmi razmnozavali u medijumu bez prisustva Zivotinjskih ili ljudskih ¢elijskih linija (Ryan
et al., 2016). Dakle, iako je donedavno rod Cryptosporidium pripadao filumu Apicomplexa, klasi
Coccidiomorphea (Doflein, 1901), potklasi Coccidia (Leuckart, 1879), premesten je u novu potklasu
— Cryptogregaria, u okviru klase Gregarinomorphea (Cavalier-Smith, 2014). Do sada je otkriveno 38
vrsta roda Cryptosporidium i ovaj broj se konstantno uvecava. Pored identifikovanih vrsta, postoji i
vise od 50 genotipova koji joS uvek nemaju svoje ime ve¢ se nazivaju po vrstama zivotinja iz kojih
su izolovani (Ryan et al., 2016; Xiao & Cama, 2018; Feng et al, 2018).

Cryptosporidium spp. je ,idealan* parazit, jer se oociste ekskretom obolelih jedinki u velikom
broju elimini$u u spoljasnju sredinu gde dugo ostaju infektivne, zahvaljujuéi velikoj rezistentnosti na
razli¢ite uslove; takode, teoretski je dovoljna jedna jedina oocista da bi izazvala infekciju prijem¢ivog
domacina (Chappell et al., 2006). Cryptosporidium spp. je znacajan uzro¢nik dijareje kod ljudi i
goveda Sirom sveta, a naro¢ito kod domacina sa oslabljenim ili jo§ uvek nezrelim imunskim sistemom
(Checkley et al., 2015). Kao i kod Giardia spp., put prenosenja je feko-oralni, direktan sa ¢oveka na
doveka, Zivotinje na Goveka ili obratno, i indirektan, preko kontaminirane hrane ili vode. Zivotinje
koje se smatraju posebno znacajnim kao izvor infekcije Cryptosporidium spp. jesu goveda i ovce, §to
je dokazano i nekim istrazivanjima faktora rizika za ovu infekciju (Robertson et al., 2002; Hunter et
al., 2004). Medutim, iako se goveda smatraju glavnim uzrokom kontaminacije vode oocistama,
utvrdeno je da vrlo ¢esto izvor predstavljaju kanalizacioni ispusti u vodotokove, a moguénost da dode
do infekcije ljudi veca je u ruralnim sredinama, najcesce usled neadekvatnih kanalizacionih sistema
i nepravilnog izdubravanja (Thompson & Smith, 2011). Istrazivanje puteva Sirenja kroz prirodu i
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otkrivanje izvora infekcije Cryptosporidium spp. od velikog je znacaja za spreCavanje epidemija
uzrokovanih ovom protozoom (Dumetre et al., 2012).

Infekcija nastaje kada ¢ovek ili zivotinja progutaju sporulisanu oocistu. Oocista poseduje debeli
omota¢ Koji se sastoji od dva sloja proteina, masti i ugljenih hidrata koji su medusobno povezani, i
koji joj pruza odli¢nu zastitu. lako je sproveden veliki broj istrazivanja, sastav 1 funkcija omotaca
oociste Cryptosporidium spp. nisu u potpunosti razjasnjeni (Templeton et al., 2004). (Slika 1.4.).

Slika 1.4. Sematski prikaz oociste
Cryptosporidium spp.

Prose¢na velic¢ina oociste je oko 5 um, ali moze da bude veca ili manja u zavisnosti od vrste
(Leitch & He, 2012). Pod uticajem enzima za varenje u zelucu i dvanaestopalatnom crevu dolazi do
ekscistacije i oslobadanja cetiri pokretna sporozoita. Sporozoiti vr$e invaziju epitelnih éelija creva i
stvaraju parazitofornu vakuolu za koju se ranije smatralo da je u potpunosti poreklom od celije
domacina, medutim kasnije je pokazano da jedan deo membrane ove vakuole sintetiSe 1 sam parazit
(Borowski et al., 2008). Unutar vakuole, trofozoiti prolaze kroz nekoliko deoba, nakon ¢ega dolazi
do formiranja meronta tipa 1 koji se razmnozavaju u 6-8 (u zavisnosti od vrste) merozoita tipa 1
(Smith et al., 2005). Merozoiti tipa 1 morfoloski podsecaju na sporozoite i nakon napustanja vakuole
invadiraju enterocite, kao i sporozoiti. Neki od merozoita tipa 1 stvaraju meronte tipa 2 iz kojih se
nakon nekog vremena oslobadaju merozoiti tipa 2 koji mogu da napadaju i inficiraju enterocite poput
merozoitatip 1, ili da se diferenciraju u makro- i mikrogamonte i da se ukljuce u proces gametogonije.
Tokom gametogonije stvara se zigot, a potom i oocista (Slika 1.5). Cryptosporidium spp. stvara dva
tipa oocista, oociste sa tankim i debelim omota¢em. Smatra se da je 20% od ukupnog broja stvorenih
oocista sa tankim omotacem, koje ekscistiraju jo§ dok su u lumenu creva i dovode do autoinfekcije
(Thompson, 2008). Ostatak oocista su oociste sa debelim omotac¢em i kao takve bivaju izbacene u
spoljasnju sredinu i otporne su na veliki broj faktora (Xiao & Cama, 2018).

Ljudi su domacini za oko 20 vrsta i genotipova Cryptosporidium spp., ali oboljenje kod coveka
najcesce izazivaju dve vrste, i to C. hominis i C. parvum. C. hominis najc¢esce izaziva infekciju samo
u ljudskoj populaciji, ali je prenosenje moguée i medu drugim primatima. Cryptosporidium parvum
je zoonotski parazit jer pored ljudi inficira 1 veliki broj drugih vrsta. Ostale vrste parazita specificne
Su za vrstu 1 do sada je zabeleZeno samo nekoliko slu¢ajeva oboljevanja kod ljudi gde je potvrdeno
da uzrocnici nisu bili C. hominis ili C. parvum (Elwin et al., 2012; Kvac et al., 2014; Xiao & Feng,
2017; Y. Feng et al., 2018; Beser et al., 2020). Sve vrste su u stanju da izazovu bolest, kako kod
imunokompetentnih, tako i kod imunokompromitovanih osoba, najées¢e HIV pozitivnih, s tim §to su
neke vrste virulentnije od ostalih, kao $to je to sluc¢aj sa C. hominis (Cama et al., 2007).

Odreden broj slucajeva kriptosporidioze kod ljudi prolazi asimptomatski, medutim, kod onih
osoba kod kojih se razviju, simptomi uglavnom traju dve ili vise nedelja, u zavisnosti od otpornosti
organizma obolele osobe. Bolest je prac¢ena dijarejom, koja moze biti veoma obilna, kao i mu¢ninom,
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povra¢anjem i dr. (Navin & Juranek, 1984; Chalmers & Davies, 2010). Na osnovu sprovedenih
istrazivanja, Cryptosporidium spp. je kod dece jedan od najvaznijih uzro¢nika dijareje (Betancourt,
2019). Takode, istrazivanja sprovedena u africkim zemljama pokazala su da je kod HIV pozitivne
dece sa dijarejom 18 puta veéa verovatnoca da je ona uzrokovana Cryptosporidium spp. nego nekim
drugim mikroorganizmom (Tumwine et al., 2005; Mbae et al., 2013).
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Slika 1.5. Zivotni ciklus Cryptosporidium spp. Preuzeto i izmenjeno sa: Centers for Disease Control and
Prevention. DPDx: Cryptosporidium (https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html)

U imunokompetentnoj populaciji u zemljama u razvoju kriptosporidioza se najéesce javlja kod
dece mlade od pet godina, sa najviSom prevalencijom oko druge godine Zivota ili mladom (Kotloff et
al., 2013). Iako samo trec¢ina obolele dece ima simptome, ¢ak i kod asimptomatskih slucajeva, bolest
ostavlja posledice kao $to su usporen rast i razvoj, tako da ova deca nikada ne dostignu po visini i
tezini vrSnjake koji nisu imali kriptosporidiozu (Xiao et al., 2001; Sarkar et al., 2013; Khalil et al.,
2018). Kriptosporidioza se kod dece u razvijenim zemljama javlja nesto kasnije i to obi¢no u trecoj
godini zivota (Mateo et al., 2014). Razlog je taj $to u razvijenim zemljama deca kasnije dolaze u
kontakt sa kontaminiranom sredinom ili sa drugom obolelom decom u kolektivima (obdanista, $kole)
(Johansen et al., 2015).
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Kod imunokompromitivanih pacijenata, poput onih sa AIDS-om, onkoloskih pacijenata ili
pacijenata koji su na imunosupresivnoj terapiji, kriptosporidioza je ¢esta parazitarna infekcija (Hunter
& Nichols, 2002). Kod HIV pozitivnih pacijenata, kriptosporidioza se ispoljava kao uporna dijareja
koja veoma Cesto moze biti i opasna po zivot. Klinicka slika, tok bolesti, kao i odgovor na terapiju su
individualni, a u znatnom broju slucajeva terapija ovih pacijenata je bezuspesna (Chalmers & Davies,
2010). Takode, pored gastrointestinalnog neretko se javlja i pluéni oblik kriptosporidioze (Sullivan
etal., 2013).

Mladunci goveda, ovaca i koza posebno su osetljivi na infekciju vrstama Cryptosporidium, te su
veoma Cesta uginuca, a ukoliko se i oboljenje ne zavrsi smrtnim ishodom, veliki su ekonomski gubici
usled gubitka u telesnoj masi i smanjenog prirasta, slabog napredovanjai sl. (Santin, 2013). S obzirom
na otpornost, kao i na veliki broj oocista eliminisanih u spoljasnju sredinu, prenosenje izmedu jedinki
u okviru iste farme ili gazdinstva veoma je lako. Naj¢esci vid prenosa jeste direktnim kontaktom (npr.
sisanjem), mada je isto tako Cest indirektan prenos hranom ili vodom (Paraud & Chartier, 2012).
Infekcija farmskih Zivotinja ne dovodi samo do ekonomskih gubitaka, ve¢ predstavlja i ozbiljan rizik
po zdravlje ljudi koji su u stalnom kontaktu sa ovim Zivotinjama. Prezivari inficirani C. parvum
izlu¢uju i do 107 oocista po gramu fecesa, §to uzimajuéi prosek od 7,3 kg fecesa po danu po jednom
govecetu (Nennich et al., 2005), predstavlja izuzetno veliki broj oocista izlu¢enih u spoljas$nju sredinu
i posledi¢no veliki rizik po zdravlje (Fayer & Santin, 2009).

Kod pasa i macaka, za razliku od farmskih Zivotinja, kriptosporidioza uglavnom protice
asimptomatski. Eksperimentalno je pokazano da nakon infekcije ¢ak ni macici 1 Stenci ne pokazuju
neke znaCajne simptome, ali izluGuju oociste tokom 5-12 dana. Jedino u slucaju infekcije
imunokompromitovanih jedinki dolazi do pojave dijareje i hroni¢ne anoreksije i apatije (Barr, 1997).
C. canis i C. felis koje u najvecem broju slucajeva izazivaju infekciju pasa i macaka veoma retko
mogu da izazowvu i infekciju ljudi. MozZe se re¢i da je za razliku od ostalih vrsta rizik za prenos ovog
parazita sa pasa i macaka na ¢oveka mali (Lucio-Forster et al., 2010).

Kontaminacija Zivotne sredine (zemljista, vode) uglavnom nastaje kao posledica nepravilnog
odlaganja/upotrebe stajskog dubriva ili usled propusta u tehnologiji prerade otpadnih kanalizacionih
voda, odnosno nepostojanja iste. Do zagadenja vodotokova najcesce dolazi usled dubrenja obradivog
zemljista prirodnim dubrivom poreklom od Zivotinja koje su obolele od kriptosporidioze. Ukoliko
dode do padavina ubrzo nakon dubrenja a pogotovu ako su padavine obilne, oociste mogu da
spiranjem zajedno sa kiSnicom dospeju u povrsinske vode 1 na taj nacin ih kontaminiraju (Dorner et
al., 2004; Brankston et al., 2018). Iako su oociste veoma otporne, neki faktori spoljasnje sredine, kao
§to su temperatura, isuSivanje ili sunéeva svetlost, mogu znacajno da im smanje Vijabilnost i
infektivnost. Visoke temperature uti¢u na vijabilnost oocista jer dolazi do ubrzavanja metabolizma
sporozoita, Sto kao posledicu ima troSenje zaliha ugljenih hidrata unutar oociste i brze uginuce
parazita. Takode, starost oocista i infektivnost imaju obrnuto proporcionalan odnos. Duzi su$ni
periodi isto tako negativno uticu na infektivnost oocista Cryptosporidium spp. (King et al., 2005).
Eksperimentalno je pokazano da su oociste veoma osetljive na UV zrake, odnosno sun¢evu svetlost.
Bioloskim ogledom na misu dokazano je da su nakon izlaganja UV zracima u trajanju od 150 minuta
oociste potpuno izgubile infektivnost, tj. ogledne zivotinje se nisu inficirale, iako su oociste zadrzale
sposobnost in vitro ekscistacije (Lorenzo-Lorenzo et al., 1993). | pored toga $to su mehanizmi za
reparaciju gena aktivni unutar oociste, oni nisu dovoljni da bi oocista zadrzala infektivnost nakon
izlaganja direktnim sunc¢evim zracima (Rochelle et al., 2004). Vegetacija takode predstavlja prirodan
filter koji sprecava kontaminaciju povrsinskih voda spiranjem usled padavina. U zavisnosti od vise
faktora, kao sto su vrsta biljaka, koli¢ina padavina, stepen kontaminacije zemljista i sl., dokazano je
da biljke mogu znacajno da umanje broj oocista u vodenim ekosistemima (Atwill et al., 2006;
Collinet-Adler et al., 2010). S druge strane, niZza temperatura i 0sencena vlazna mesta doprinose
o¢uvanju infektivnosti oocista i po nekoliko meseci (Alum et al., 2014).
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1.2.3. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii jeste jedan od najuspes$nijih parazita na planeti, a ujedno i jedan od najvise
izuCavanih. Smatra se da je oko 30% svetske populacije inficirano ovim parazitom pri ¢emu na
prevalenciju znac¢ajno uti¢u lokacija, socio-ekonomski status, sanitarno-higijenski uslovi u kojima
ljudi Zive i drugo. T. gondii inficira i sve toplokrvne zivotinje pa je, pored toga Sto je znacajna za
medicinu, takode i od velikog znacaja i u veterinarskoj medicini (Dubey & Beattie, 1990; Montoya
& Liesenfeld, 2004). Po¢etkom XX veka, Nicolle & Manceaux (1908) izolovali su u Tunisu do tada
nepoznatu protozou iz slezine, jetre i krvi malog sisara iz porodice glodara pod imenom gundi
(Ctenodactylus gundi). Ime Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) ova protozoa dobila je
zbog morfoloskih karakteristika (oblika 10ka), i po glodaru iz kojeg je izolovana. Medutim, do
rasvetljavanja Zivotnog ciklusa T. gondii proteklo je viSe decenija, kada je dokazano da su stalni
domacini za T. gondii macke, tj. Sve zivotinje iz porodice macaka (Felidae), uklju¢ujuci naravno i
domacu macku (Felis catus) (Frenkel et al., 1970; Hutchison et al., 1971). Prelazni domacini su svi
homeotermni organizmi, a dokazano je da pod odredenim uslovima mogu da se inficiraju ¢ak i neki
ektotermni organizmi (Stone & Manwell, 1969). Do infekcije ljudi najcesc¢e dolazi nakon
konzumiranja nedovoljno termicki obradenog mesa kontaminiranog tkivnim cistama, ali takode,
infekcija je moguca i nakon konzumiranja neopranog voca i povréa koje je kontaminirano oocistama
kao i kontaminiranom vodom (Djurkovié-Djakovi¢ et al., 2019). Do infekcije moze da dode i
intrauterino odnosno prelaskom parazita kroz placentu sa majke na plod (Cook et al., 2000;
Remington et al., 1974; Remington, 2004). S obzirom na to da se oociste mogu nac¢i i u slatkoj i slanoj
vodi, kao i u zemljiStu i na vegetaciji, i da mogu ostati dugo vijabilne, spoljasnja sredina, ukoliko je
kontaminirana, moze se smatrati znac¢ajnim izvorom infekcije (Shapiro et al., 2019).

Kao jedina vrsta roda Toxoplasma (Nicolle & Manceaux, 1909), T. gondii pripada filumu
Apicomplexa (Levine, 1970), klasi Sporozoasida (Leukart, 1879) i porodici Toxoplasmatidae
(Biocca, 1956). Zivotni ciklus parazita je slozen i karakterisu ga tri Zivotne forme: Sporozoiti u
oocistama, bradizoiti u tkivnim cistama (npr. u mesu), i tahizoiti. Infekcija stalnog domacina, odnosno
macke, zapo€inje ingestijom bilo koje od tri Zivotne forme, posto su sve tri infektivne. Prepatentni
period, odnosno vreme koje protekne od infekcije pa do eliminacije oocista fecesom, zavisi od forme
koju je zivotinja progutala. Nakon ingestije, pod uticajem proteolitickih enzima u tankom crevu
macke dolazi do oslobadanja sporozoita (u slucaju unosa oociste), odn. bradizoita (u slu¢aju ingestije
mesa kontaminiranog tkivnim cistama); ove forme zatim vrse invaziju enterocita i zapoc¢inju bespolno
razmnozavanje. Nakon nekoliko ciklusa deoba (Sizogonija), sada merozoiti usled prenamnozenosti
unutar ¢elije dovode do njenog pucanja nakon ¢ega se oslobadaju i vrSe invaziju novih ¢elija. Od
jednog broja merozoita nastaju mikrogameti i makrogameti koji kasnije postaju deo polnog ciklusa
odnosno polnog razmnozavanja T. gondii (Dubey et al., 1998b). Najduzi prepatentni period javlja se
nakon ingestije oociste i moze da iznosi 18 i viSe dana, nesto kraci, nakon infekcije tahizoitima iznosi
13 dana, dok najkraci iznosi 3-10 dana, nakon ingestije tkivne ciste (Dubey, 1998a). Tokom akutne
infekcije, macke mogu fecesom da eliminis$u i do nekoliko miliona oocista tokom tri nedelje koliko
traje izluCivanje (Dubey, 2008). Oociste su neposredno nakon eliminacije nesporulisane
(neinfektivne), a tek nakon 1-5 dana u spoljasnjoj sredini pod odgovaraju¢im uslovima temperature i
vlage sporulisu i postaju infektivne i za stalne i za prelazne domacine (Slika 1.6).
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Slika 1.6. Zivotni ciklus - nagini prenosenja T. gondii. Preuzeto i izmenjeno sa: Centers for Disease Control
and Prevention. DPDx: Toxoplasmosis (https://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/index.html)

Ispoljavanje toksoplazmoze kod velikih i malih prezivara umnogome zavisi od vrste. Veliki
prezivari uglavnom nemaju nikakve simptome nakon infekcije, i mada su zabeleZeni pobacaji kod
goveda inficiranih T. gondii, ne moze se sa sigurno$¢u tvrditi da je pobacaj direktna posledica
toksoplazmoze. Glavni simptom eksperimentalne infekcije goveda tahizoitima ili oocistama jeste
povisena telesna temperatura koja moze da traje i do dva meseca, pracena nazalnim iscetkom; smrtni
slu¢ajevi su retki a uglavnom se javljaju kod teladi intravenski inficiranih visokim dozama tahizoita
(Stalheim et al., 1980; Stelzer et al., 2019). Za razliku od goveda, mali prezivari — ovce i koze, veoma
su prijemcive na infekciju. Smatra se da toksoplazmoza prouzrokuje velike ekonomske gubitke u
uzgoju ovaca i koza zbog pobacaja kao posledice infekcije. Do infekcije najéesée dolazi unosom
hraniva ili vode kontaminiranih oocistama, a rede transplacentarno ili na neki drugi na¢in. U slu¢aju
simptomatski ispoljenog oboljenja, od infekcije do pojave simptoma prode 3-6 dana; uglavnom su to
febrilna stanja pracena anoreksijom koja traju do nedelju dana 1 spontano prolaze. Medutim,
transplacetarna infekcija ploda dovodi do njegovog ostecenja ili pobacaja, $to u nekim slucajevima
moze da dovede do poremecaja u estrusu ili ¢ak do steriliteta (Stelzer et al., 2019).

Kod ljudi, kao i kod drugih prelaznih domacina, infekcija parazitom T. gondii uglavnom prolazi
asimptomatski ili sa nespecificnim simptomima (Remington, 1974). Komplikacije i teza klinicka
slika najcesce se javljaju kod imunokompromitovanih osoba (Montoya, 2004). Kod zdravih ljudi
nakon infekcije mogu da se jave simptomi sli¢ni gripu, poput umora, bola u misi¢ima i zglobovima 1
povisene telesne temperature. Simptomi prolaze spontano i mogu da traju od nekoliko dana do
nekoliko nedelja. S obzirom na to da su svi ovi simptomi nespecifi¢ni, akutna toksoplazmoza veoma
¢esto ne bude dijagnostikovana ili bude zamenjena sa nekim drugim oboljenjem. Kod inficiranih
imunodeficijentnih osoba mogu da se jave ozbiljne komplikacije. Kod pacijenata koji su pozitivni na
HIV, simptomi mogu da budu sli¢ni simptomima imunokompetentnih osoba, samo izrazeniji, a mogu
da se jave i jake glavobolje, dezorijentisanost i drugi neuroloski simptomi poput hemiplegije i sl. Kod
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velikog broja AIDS pacijenata koji su jo§ od ranije u hroni¢noj (latentnoj) infekciji T. gondii, do
pojave simptoma najcesce dolazi zbog reaktivacije T. gondii (konverzije bradizoita iz tkivnih cista u
tahizoite, i posledi¢ne multiplikacije i diseminacije tahizoita po organizmu) usled znacajnog pada
broja CD4+ T limfocita u krvi (Weiss & Dubey. 2009). Neretko, akutna toksoplazmoza kod ovakvih
pacijenata, kao i kod drugih imunokompromitovanih osoba, ¢ak i pored primenjene adekvatne
terapije moZe da se zavrsi letalno (Dubey, 2021).

S epidemioloskog stanovista, za transmisiju T. gondii najznacajnije su macke, jer su jedine u
stanju da izlucuju oociste i stoga nije cudno $to su bas ove zivotinje u fokusu veterinarske, ali i
humane medicine. Prevalencija ove infekcije kod macaka dosta varira, a razlikuje se ne samo izmedu
drzava ve¢ 1 izmedu regiona jedne zemlje, izmedu urbanih 1 ruralnih sredina, pa i izmedu delova
jednog istog grada. Smatra se da je prevalencija ipak visa kod divljih i nevlasnickih macaka zbog
nacina zivota. Simptomatska infekcija je kod macaka izuzetno retka, a ukoliko se javi, posledica je
inflamacije i nekroze tkiva usled umnoZzavanja parazita i posledicnog uniStavanja ¢elija domacina i
imunskog odgovora na infekciju. Naj¢eS¢e pogodeni organi jesu pluca, mozak, o€i 1 miSici, pa su
simptomi koji prate akutnu toksoplazmozu kod macaka neuroloski, odnosno ataksija i epileptiformni
napadi, zatim pneumonija sa dispnojom, anoreksija, febrilna stanja, apatija i drugo. U slucaju
imunosupresije, npr. jatrogene ili 1 u situacijama kada je Zivotinja inficirana virusom macije
imunodeficijencije (FIV) ili virusom macije leukemije (FeLV), akutizacija hroni¢ne toksoplazmoze
je ¢eSc¢a, a moguca su i uginucéa (Davidson et al., 1993; Hartmann et al., 2013; Montazeri et al., 2020).

S obzirom na to da macke (domace ili divlje) naseljavaju sve kontinente osim Antarktika, kao
stalni domacini T. gondii mogu spoljasnju sredinu kontaminirati oocistama prakticno svuda na
planeti. lako su macke terestri¢ni organizmi, kontaminacija vode oocistama je Cesta, pogotovu u
delovima sveta sa ve¢om koli¢inom padavina. Slozena struktura omotac¢a oociste pruza odli¢nu
zaStitu od veéine mehanickih sila u prirodi koje bi dovele do njenog ostecenja; takode, s obzirom na
to da je zatvorena skoro hermeticki, oocista je otporna i na dejstvo mnogih hemijskih agenasa poput
kiselina, hlora ili soli, §to im omogucava i1 opstanak u ekosistemima visokog saliniteta (Jones &
Dubey, 2010). Sto se ti¢e otpornosti oocista na temperaturne oscilacije, eksperimentima je pokazano
da oociste mogu da ostanu vijabilne i do 13 meseci na prose¢noj temperaturi od 19,5 °C ukoliko nisu
izlozene direktnom dejstvu suncevih zraka (Yilmaz & Hopkins, 1972). Medutim, ukoliko su oociste
uskladiStene na temperaturi od 4 °C vreme za koje ostaju vijabilne se dosta produzava i iznosi 24
meseca u slanoj vodi, a ¢ak do 55 meseci pri cuvanju u slatkoj vodi. Jo$ jedan dokaz velike otpornosti
oocista jeste taj da, nakon $to su sporulisale, mogu da opstanu u vlaznom zemljiStu do 18 meseci i
kod velikih temperaturnih oscilacija, od -20 °C do 35 °C (Dumeétre & Dardé, 2003). Otpornost oocista
olaksava njihov transport prirodnim putem (voda, zivotinje) ili antropogeno (hrana), Sto omogucava
sirenje T. gondii i na velikoj udaljenosti od mesta gde su eliminisane u spoljasnju sredinu (Shapiro et
al., 2019).

1.3. Znacaj G. intestinalis, Cryptosporidium spp. i T. gondii kao uzro¢nika hidri¢nih
epidemija

S obzirom na to da vecina svetske populacije nema pristup higijenski ispravnoj vodi, nije
iznenadujuce Sto su hidricne epidemije Ceste a u nekim delovima sveta i uobicajene (Moreira &
neadekvatno odvodenje otpadnih voda, kao i upotreba otpadnih voda i prirodnog dubriva u uzgoju
biljnih kultura za ishranu ljudi i zivotinja. Ovaj drugi razlog je ¢e$¢i u nerazvijenim zemljama i
zemljama u razvoju. lako je uCestalost manja u razvijenim zemljama, hidri¢ne epidemije se i dalje
javljaju, a neke su i pored boljeg standarda Zivota i dostupnosti savremenih metoda dijagnostike
dovele do oboljevanja i ugrozile zivot velikog broja ljudi (WHO, 2004). Potencijal parazitskih
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protozoa G. intestinalis i Cryptosporidium spp. za izazivanje hidri¢nih epidemija prepoznat je i zato
su medu najviSe izuCavanim patogenim protozoama U ovom kontekstu. Ali, za T. gondii, kao i za
mnoge druge protozoe nedostaju podaci 0 prenosenju vodom u mnogim zemljama u Evropi, §to je
mozda delimi¢no povezano i sa nedostatkom ili neadekvatnim metodama detekcije. Jedan od kljuc¢nih
razloga za pravovremenu detekciju parazitskih protozoa jeste briga o zdravoj zivotnoj sredini,
prvenstveno o vodi kao zna¢ajnom resursu. Ovo je veoma vazno s obzirom na to da zivotna sredina
predstavlja vezu izmedu ljudi i Zivotinja, I da ova trijada i briga o zdravlju svakog pojedina¢nog
Cinioca predstavlja sustinu koncepta ,,jednog zdravlja“ (engl. One Health). Primena ovog koncepta
danas se smatra najefikasnijim na¢inom borbe protiv bolesti koje izazivaju parazitske protozoe koje
se prenose hranom ili vodom. Sve tri ispitivane vrste uzrokuju infekcije ili bolesti koje su dokazano
ili potencijalno zoonotske, i njihovi zivotni oblici mogu da se dugo odrze u Zivotnoj sredini i kroz nju
prenesu do hrane ili direktno do ljudi ili Zivotinja (Kaplan et al., 2009; Essack et al., 2018; EFSA,
2021).

Tokom druge decenije ovog veka detektovano je 630 hidri¢nih epidemija, a kao najces¢i uzro¢nici
pominju se Cryptosporidium spp. i G. intestinalis. Iza njih slede ostale protozoe poput Entamoeba
histolytica, Cyclospora cayetanensis, i T. gondii (Plutzer & Karanis, 2016; Efstratiou et al., 2017a;
Ma et al., 2022). Iz izlozenog evidentno je da, 0sim protozoa koje su predmet ovog istrazivanja, i
neke druge vrste imaju veliku ulogu kao potencijalni uzro¢nici hidri¢nih epidemija. Jedna od njih je
E. histolytica koja ima veoma sli¢an zivotni ciklus Giardia spp., i ima Zivotne forme trofozoita i ciste.
Ameba se nakon ingestije oslobada iz ciste u gornjim partijama creva da bi zatim vrSila invaziju
epitela debelog creva i endotela krvnih sudova. Akutna bolest je pra¢ena bolovima u stomaku i
sluzavim 1 krvavim dijarejama. Ukoliko se ne le€i, oboljenje moZe da dobije 1 hroni¢an tok sa
posledi¢nim hepatitisom. Na osnovu prijava hidriénih epidemija iz Citavog sveta u prethodno
pomenutom periodu, E. histolytica se naj¢esée javljala u nerazvijenim zemljama Afrike, Azije i Juzne
Amerike, medutim, epidemije su detektovane i u Evropi, u Svedskoj i Ujedinjenom Kraljevstvu, kao
I u Severnoj Americi u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) (Baldursson & Karanis, 2011). S
obzirom na to da postoje i nepatogene vrste ove amebe koje se morfoloski ne razlikuju od patogenih,
mikroskopija kao metoda detekcije nije primenljiva, Sto predstavlja veliki problem u siroma$nim
zemljama gde je to jedina opcija i gde koriS¢enje lanane reakcije polimerizacije (PCR) odnosno
detekcija PCR metodom koja se pokazala kao najosetljivija, jednostavno nije moguca (Ali, 2013).

Takode, C. cayetanensis, parazitska protozoa iz filuma Apicomplexa (kao i Cryptosporidium spp.
i T. gondii) znacajna je kao uzro¢nik hidri¢nih epidemija. Oociste ovog parazita sporuliSu i postaju
infektivne nakon nekoliko dana provedenih u spoljasnjoj sredini, kao §to je i slucaj sa oocistama T.
gondii. Jos jedna sli¢nost sa oocistama drugih prethodno pomenutih protozoa jeste ta da su veoma
otporne u spoljasnjoj sredini. Bolest prate gastrointestinalni problemi, malapsorpcija i posledi¢na
malaksalost. U nekoliko studija koje su se bavile detekcijom ovog parazita u otpadnim vodama kao i
u vodi za pice, u nekim zemljama broj pozitivnih uzoraka iznosio je i do 60%. Prenos C. cayetanensis
kontaminiranom vodom na hranu (najceS¢e biljnog porekla) je Cest i moze da nastane u svakom
koraku prilikom uzgoja ili pripreme hrane. Iako je daleko ¢es¢a pojava hidri¢nih epidemija izazvanih
C. cayetanensis u nerazvijenim zemljama, neretko se javlja i u razvijenim, kada je u zemljama Juzne
Evrope (Italija, Spanija) zabeleZeno nekoliko epidemija izazvanih kontaminiranom vodom. Za
razliku od E. histolytica, kod detekcije C. cayetanensis mikroskopija moze da bude metoda izbora
(Almeria et al., 2019).

Sto se ti¢e konkretnih podataka 0 patogenim vrstama protozoa koje su predmet ovog istrazivanja,
mora se ista¢i da je tokom proteklih decenija u svetu zabelezeno 190 hidri¢nih epidemija ¢iji je
uzro¢nik bila G. intestinalis. Do infekcije je najées¢e dolazilo usled konzumiranja kontaminirane
vode za pice ili prilikom plivanja i slicnih aktivnosti na kupalistima i otvorenim vodama namenjenim

za rekreaciju. U istom periodu zabelezeno je preko 430 hidricnih epidemija izazvanih
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Cryptosporidium spp., gde je izvor infekcije pored ve¢ nabrojanih bila i kontaminirana voda u
bazenima (Efstratiou et al., 2017a; Ma et al., 2022). Za razliku od hidri¢nih epidemija uzrokovanih
G. intestinalis i Cryptosporidium spp., hidricne epidemije izazvane T. gondii su mnogo manje
prepoznate, usled nedostatka uniformne metodologije za detekciju kao i nespecifi¢nih simptoma koji
mogu da se jave u akutnoj fazi toksoplazmoze (Madireddy et al., 2021).

Interesantno je da najveéi broj svih registrovanih epidemija dardioze ima hidri¢no poreklo, s
obzirom na to da su one ujedno i vi$e izu¢avane u poredenju sa epidemijama alimentarnog porekla.
Prva, a ujedno i do sada najveca registrovana hidricna epidemija dardioze dogodila se pedesetih
godina u SAD. U drzavi Oregon koja je u to vreme imala populaciju od skoro 400.000 ljudi, obolelo
je oko 50.000 osoba, prakti¢no 1/8 cele populacije. Epidemija je otkrivena sasvim sluc¢ajno i to od
strane studenata medicine koji su na veZzbama radili koproloSke preglede iz sopstvenih uzoraka
stolice. Tom prilikom uocen je iznenadujuée visok procenat pozitivnih uzoraka $to je kasnije
povezano sa velikim brojem osoba sa stoma¢nim tegobama koje su se u tom periodu javljale lekaru.
S obzirom na to da je u tom periodu veliki broj stru¢njaka i dalje smatrao da je G. intestinalis
nepatogena, uzrok za nastanak epidemije trazio se medu drugim prouzrokovacima bolesti kao $to su
bakterije ili virusi. Kasnije je potvrdeno da je razlog epidemije bila kontaminacija sistema za
vodosnabdevanje koja je nastala spiranjem zemljista kiSnicom. Propust u tehnologiji obrade vode za
pice bio je taj sto se voda nije filtrirala, ve¢ samo hlorisala, a poznato je da hlorisanje vode ne utice
znacajno na infektivnost cista G. intestinalis. Tacan izvor, odnosno lokacija kontaminenta nikada nije
utvrdena (Meyer, 1973).

Posebno interesantna hidri¢na epidemija dogodila se krajem 2004. godine u Norveskom gradu
Bergenu, i ovo je ujedno i prva zabelezena epidemija dardioze u toj drzavi. U Norveskoj se dardioza
ne smatra endemskom bolescu jer vise od 90% prijavljenih infekcija ¢ine importovani slucajevi,
odnosno tako se barem smatralo do izbijanja pomenute epidemije. Od septembra 2004. do februara
2005. godine, obolelo je oko 2.500 osoba a smatra se da je oko 48.000 bilo izloZzeno. Utvrdeno je da
je uzrok za nastanak epidemije bila dotrajala kanalizaciona mreza. Naime, usled velike koli¢ine
padavina koje su ina¢e normalna pojava tokom tog perioda godine u Bergenu, doslo je do zasi¢ena
kanalizacionih sistema i prelivanja otpadnih voda iz sistema u jezero koje je koriS¢eno za
vodosnabdevanje stanovnika Bergena. Kao i u slu¢aju prethodne epidemije u SAD, od pre vise od 30
godina, takode su postojali propusti u tehnologiji prerade vode, odnosno voda je samo hlorisana ali
ne i filtrirana. U slucaju ove epidemije dokazano je da je nastanak infekcije dozno zavisan posto su
uglavnom oboljevali ljudi koji su konzumirali viSe od pet ¢asa vode na dan (Nygard et al., 2006).

U poredenju sa svim ostalim parazitskim protozoama koje se prenose vodom, Cryptosporidium
spp. ima najveci potencijal da izazove epidemije, a razlog za to jeste verovatno ve¢ pomenuta velika
otpornost oocista na brojne faktore, ali i mala infektivna doza neophodna za infekciju i nastanak
oboljenja. Hidri¢na epidemija koja je zapravo podigla svest o vodi kao znacajnom sredstvu za
transmisiju protozoa jeste epidemija kriptosporidioze koja se dogodila u SAD, u drzavi Milvoki, u
prolece 1993. godine. Prvo su zdravstvene sluzbe pocele da beleze povecan broj obolelih sa
simptomima vodenaste dijareje i povra¢anja. Ovi simptomi pripisivali su se stoma¢nom gripu sve dok
broj novih slu¢ajeva nije po¢eo eksponencijalno da raste. Iako nije proslo mnogo vremena od javljanja
prvih obolelih pa do detektovanja Cryptosporidium spp. kao uzro¢nika ove hidriéne epidemije, broj
obolelih je u periodu od samo dve nedelje porastao na vise od 400.000. Nastanak epidemije povezan
je sa dva postrojenja za preradu vode na juznoj obali jezera Micigen. Iako je voda pravilno hlorisana,
postojali su propusti u primarnoj preradi vode odnosno u flokulaciji i filtraciji, sto je dovelo do
prolaska oocista u sistem za vodosnabdevanje. Postoji nekoliko teorija o tome kako je veca koli¢ina
oocista dospela u vode jezera Micigen. Jedna mogucénost je da su obe reke koje se ulivaju u jezero
bile kontaminirane oocistama, jer se na njihovim obalama nalazi veliki broj goveda na pasi te se
smatralo da su ona dovela do kontaminacije vode. Druga je da je, s obzirom na to da je bilo prolece i
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da je koli¢ina padavina veca od uobicajene, spiranje zemljiSta isto tako moglo da doprinese
kontaminaciji (Mac Kenzie et al., 1994). Znacajno je da je ova epidemija dovela do promene
protokola za preciS€avanje 1 monitoring kvaliteta vode za pice, kao 1 protokola za monitoring vode
koja se koristi za rekreaciju ljudi (Chalmers, 2012).

Druga najveca epidemija kriptosporidioze na svetu i najve¢a u Evropi dogodila se u Svedskoj
2010. godine, u gradu Estersundu na severozapadu zemlje. Broj ljudi koji se inficirao tom prilikom
iznosio je oko 27.000. Poput epidemije u Milvokiju, izvor infekcije i u ovom slucaju bilo je
kontaminirano jezero koje se koristilo za vodosnabdevanje. Dodatnim, analizama potvrdeno je
prisustvo oocista u vodi, i iako je njihov broj iznosio = 1 oocista / 10 L vode to je ocigledno bilo
dovoljno da izazove bolest kod veceg broja ljudi. Posto je poznato da hladnoc¢a pospesuje odrzavanje
vijabilnosti oocista Cryptosporidium spp. (Fayer & Nerad, 1996), izbijanju epidemije verovatno je
doprinela niska temperatura vode i okoline s obzirom na to da je do epidemije doslo u zimskom
periodu i da su neki delovi jezera bili pod ledom. Ova hidri¢na epidemija kao i ona koja se dogodila
deset godina ranije u SAD, samo su neke od mnogih koje su evidentirane, a kod kojih je direktan
uzrok bila kontaminacija vode oocistama Crypotsporidium spp. (Widerstrém et al., 2014; Zahedi &
Ryan, 2020).

U poredenju sa Cryptosporidium spp. i G. intestinalis, hidri¢ne epidemije kod kojih je uzro¢nik
bila T. gondii nisu toliko brojne, ili se usled nedostatka adekvatne metodologije barem ne detektuju
toliko Cesto. Takode, broj obolelih u ovim epidemijama obi¢no je manji od broja obolelih u
epidemijama koje su uzrokovane sa prethodna dva parazita. Prva zabelezena hidri¢na epidemija
toksoplazmoze dogodila se u Panami 1979. godine, pri ¢emu je obolelo oko 600 vojnika SAD koji su
u tom trenutku bili na vojnoj vezbi. Zajednicko za sve obolele bilo je to §to su kao vodu za pice
koristili vodu iz izvora koji se nalazio u neposrednoj blizini kampa (Dubey, 2021). Medutim, hidri¢na
epidemija koja je privukla najvise paznje dogodila se oko 15 godina kasnije, tj. krajem 1994. i
pocetkom 1995. godine u Britanskoj Kolumbiji u Kanadi. Ova epidemija je bila znac¢ajna kako zbog
velikog broja obolelih tako i zbog toga $to je istakla vodu kao bitan put prenosenja T. gondii. Tokom
ove epidemije procenjuje se da je obolelo izmedu 2.894 i 7.718 osoba, od kojih je oko 100 pacijenata
sa akutnom formom bolesti ispoljilo simptome, najcesce horioretinitisa. Epidemija je slucajno
otkrivena kada je primeceno drasticno povecanje broja seropozitivnih trudnica koje su dolazile na
redovne kontrole. Takode, izvestan broj ljudi javljao se lekaru zbog simptoma koje ina¢e mogu da
prate akutnu infekciju, poput limfadenopatije, glavobolje, mijalgije, horioretinitisa i dr. Kao i kod ve¢
pomenutih hidricnih epidemija i ovde je izvor infekcije bio kontaminiran vodozahvat. Vodozahvat iz
koga se vodom snabdevalo lokalno stanovniStvo napajao se iz dva manja sliva koji su formirali
potoke, pri ¢emu ni vodozahvat ni potoci nisu imali adekvatnu zonu sanitarne zastite. Prilikom
epidemioloskog ispitivanja ustanovljeno je da se jedan broj domacih macaka (Felis catus) i puma
(Puma concolor) kretao i lovio u okolini vodozahvata. Mada oociste T. gondii nisu otkrivene u vodi,
detektovane su u okolnom zemljistu. Nakon izlovljavanja puma radi rutinske kontrole brojnosti
populacije, utvrdeno je seroloskim metodama da je 11 od 12 jedinki imalo antitela specificna na T.
gondii. Takode je tokom analize fecesa ustanovljeno prisustvo oocista. Voda koja je stizala do
stanovnika Britanske Kolumbije jeste bila hlorisana ali ne i filtrirana, a s obzirom da je poznato da su
oociste T. gondii otporne na ovo dezinfekciono sredstvo, izbijanje pomenute epidemije, sa velikim
brojem obolelih ljudi, nije iznenadujuce (Bowie et al., 1997).

1.4. Detekcija i monitoring

Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp. i T. gondii ve¢ odavno se ne smatraju protozoama koje
se prenose iskljucivo kontaminiranom hranom, a naroCito nakon njihovog evidentiranja kao
uzro¢nika pomenutih hidri¢nih epidemija. Kada je postalo jasno da je prenosenje vodom od velikog
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znacaja za dalje Sirenje ovih organizama, nastojalo se da se $to efikasnije i preciznije obavi detekcija
ovih organizama u vodi i tako prevenira potencijalno zarazavanje ljudi i Zivotinja. Metodologije su
se razvijale i unapredivale, pa je mikroskopiranje i bioloske oglede sve vise pocela da zamenjuje
molekularna detekcija. Kako je jos tokom 70-ih godina prepoznat potencijal G. intestinalis da izazove
hidri¢ne a ne samo alimentarne epidemije, rad na unapredenju detekcije ovog organizma zapoceo je
jos$ tada. S druge strane Cryptosporidium spp. je prepoznat kao patogen ljudi i Zivotinja tek 80-ih
godina tako da je unapredivanje metodologije radi njegove detekcije u vodi pocelo nesto kasnije. Prva
metodologija koja je razvijena za detekciju ovih parazita u vodi od strane Agencije za zastitu zivotne
sredine SAD (US EPA) 1978. godine zapravo je modifikovana metoda za detekciju enterovirusa u
vodi. Ova metoda se svodila na propustanje velikih koli¢ina vode kroz vunene filtere, nakon ¢ega bi
se filteri, po dopremanju u laboratoriju, ispirali, ispirak potom propustao kroz polikarbonatne filtere,
da bi se na kraju tako dobijen uzorak brojao u hemocitometru. Veliki nedostatak ovakve metodologije
jeste bilo nekoriS¢enje pozitivne kontrole tako da je to dovodilo u pitanje preciznost Citave
metodologije. Kasnije je filtracija poboljSana, a bojenje (oo)cista parazita prostim i sloZzenim
bojenjem preparata zamenjeno je imunofluorescencijom. lako je ovakva detekcija bila daleko
preciznija, imala je svoje nedostatke. Nau¢na zajednica tog vremena (pocetak 90-ih) je kao glavne
probleme isticala slozenost metodologije kao i njenu visoku cenu. Pocetkom 21. veka US EPA je
razvila protokol 1622 za detekciju Cryptosporidium spp. u uzorcima vode, a nekoliko godina kasnije
i protokol 1623 (US EPA, 2012) za detekciju oba parazita, odnosno i Giardia spp. i Cryptosporidium
spp. Ovaj protokol je od tada menjan i usavrSavan nekoliko puta ali je u isto vreme postajao i sve
pristupacniji, a sSamim tim u sve vec¢oj upotrebi kako u razvijenim zemljama (gde se danas rutinski
koristi), tako i u zemljama u razvoju. Neophodna zapremina uzorka je sa prvobitnih 380 L smanjena
¢ak na 10 L vode, sto je omogucilo lakse uzorkovanje kao i po potrebi, ¢uvanje uzoraka. Takode,
uvedena je imuno-magnetna separacija kao veoma efikasna metoda za izdvajanje (oo)cista iz uzorka,
a izvodenje IFA testa je unapredeno (Efstratiou et al., 2017b). Ova metodologija je pokazala visoku
specifi¢nost i senzitivnost u detekciji (oo)cista Giardia spp. i Cryptosporidium spp. pa je stoga i
primenjena u istrazivanjima u okviru ove disertacije.

Ve¢ je navedeno da je broj hidri¢nih epidemija uzrokovanih T. gondii znatno manji u poredenju
sa onima izazvanim prethodno navedenim patogenim protozoama, Sto moze biti odraz koris¢enja
neadekvatne metodologije, a ne realno stanje stvari. Detekcija oocista T. gondii u vodi vrsi se
kombinovanjem nekoliko tehnika poput filtracije, centrifugiranja, bioloSkog ogleda, dok se u
poslednjoj deceniji sve veéi znacaj pridaje upotrebi molekularnih metoda (Karanis et al., 2013;
Plutzer & Karanis, 2016). Koja kombinacija tehnika ¢e se koristiti zavisi od samog istrazivaca jer jo$
uvek ne postoji adekvatan protokol koji bi predstavljao ,,zlatni standard u detekciji ovog parazita u
uzorcima vode (Zarlenga et al., 2004). Za potrebe ovog istrazivanja odabrano je koncentrisanje
uzorka putem filtracije i centrifugiranja, praceno detekcijom oocista (fj. gDNK T. gondii)
molekularnim metodama.

U Srbiji se ne vrsi detekcija protozoa u vodi, pa prema tome ne postoji ni obaveza monitoringa
navedenih protozoa u povrSinskim vodama, te je prisustvo kontaminacije vodotokova potpuna
nepoznanica.
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2. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je utvrdivanje prisustva parazitskih protozoa G.
intestinalis, Cryptosporidium spp. i T. gondii u povrsinskim vodama u Srbiji. Ovi paraziti su odabrani
jer se njihov uticaj na zdravlje ljudi i Zivotinja zna¢ajno uvecao u poslednjih nekoliko decenija. Da bi
ovaj cilj bio realizovan morala je biti implementirana i standardna metodologija za detekciju parazita
u vodi. Otuda su u okviru istraZivanja postavljeni slede¢i zadaci:

e uvodenje i standardizacija metodologije za detekciju parazitskih protozoa G. intestinalis,
Cryptosporidium spp. i T. gondii;

¢ utvrdivanje prisustva navedenih protozoa u uzorcima povrsinskih voda prikupljenim na razlic¢itim
lokalitetima na teritoriji Srbije;

e analiza njihove geografske distribucije, odnosno prepoznavanje rizinih mesta u Srbiji sa
izrazenim stepenom kontaminacije voda; i

e procena genetickog diverziteta, odnosno utvrdivanje asemblaza ovih parazita.
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3. Materijal i metode

3.1. Plan istraZivanja i uzorkovanja

Za detekciju prisustva cista i oocista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. u vodi koris¢ena je
metodologija US EPA 1623 koja je standardizovana i dostupna kao 1SO protokol 1SO 15553:2006
(US EPA 1623; ISO 15553:2006). Detekcija oocista T. gondii u uzorcima vode vrSena je PCR
metodom uz prethodno koncentrisanje uzoraka centrifugiranjem. Algoritam navedenih procedura
predstavljen je na Slici 3.1.

Slika 3.1. Algoritam kori$¢en za detekciju prisustva (oo)cista
G. intestinalis, Cryptosporidium spp. i T. gondii u vodi

3.1.1. Ispitivano podrudje i prikupljanje uzoraka

Lokacije na kojima je uzorkovana voda propisane su godisnjim Programom monitoringa statusa
voda Agencije za zaStitu zivotne sredine Srbije (SEPA). Uzorkovanje je vrSeno 2018, 2019, 2020. i
2021. godine, i to na svakom odabranom lokalitetu po jedanput tokom perioda uzorkovanja.
Pocetkom svake godine SEPA izraduje program monitoringa statusa povrsinskih (reke, irigacioni
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kanali, jezera i vodozahvati) i podzemnih voda Srbije, planiran po preporukama Okvirne direktive o
vodama Evropske unije (ODB) i na osnovu preporuka i uredbi o kvalitetu voda u Republici Srbiji.
Jedan broj uzoraka, koji su prikupljani u ovom istrazivanju nije se nasao u programu agencije za
zastitu zivotne sredine (SEPA, 2019/2020). To su bili uzorci sa odabranih lokacija, poput prirodnih i
vestackih jezera i nekih reka, gde se povrSinska voda koristi za rekreaciju i bavljenje sportom.

Uzorci vode prikupljani su u ¢iste plasti¢éne kontejnere zapremine 5 L, a zbirna zapremina svakog
uzorka iznosila je 10 L. Uzorkovanje je vrSeno tokom cele godine bez obzira na godisnje doba i
vremenske prilike. U zavisnosti od reljefa i vrste prilaza vodnom telu (ponton, re¢na/jezerska obala)
voda je uzorkovana (i) direktnim potapanjem kontejnera u vodu i punjenjem ili (ii) zahvatanjem
kofom i presipanjem u plasticne kontejnere. Izbegavalo se uzimanje povrSinskih slojeva vode kao i
delova vode blize dnu, zbog dodatnog opterecenja uzorka biomasom ili talogom koji se sastoji od
organskih i neorganskih ¢estica. Uzorci su dostavljani u laboratoriju istog dana a ukoliko to nije bilo
moguce, skladiSteni su na temperaturi do 10 °C na suvom i mra¢nom mestu najvise 5 dana, nakon
¢ega su bili obradivani.

3.2.  Provera efikasnosti koncentrisanja (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium
spp. iz vode filtracijom kroz membranski filter

Pre testiranja uzoraka vode uradena je provera efikasnosti koncentracije cista i oocista iz vode.
Inaktivisane ciste i oociste G. intestinalis i Cryptosporidium spp. koje su dostupne u vidu
komercijalnog preparata, EasySeed (Biopoint, Sidnej, Australija), koris¢ene su kao model za
testiranje metodologije prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, u EasySeed epruvetu, koja sadrzi po
100 inaktivisanih (oo)cista svake protozoe u puferu, dodato je 2 mL 0,05% Tween 20 rastvora
(Sigma-Aldrich, Taufkirhen, Nemacka) i sadrzaj je vorteksovan 20 sekundi. Ceo sadrzaj je zatim
prebacen u plasti¢ni kontejner sa 10 L vode za pice (Cesmenske) iz beogradskog vodovoda koja je
sluzila kao uzorak za testiranje. Epruveta je joS dva puta ispirana sa po 3 mL destilovane vode i svaki
put je ukupan sadrzaj prebacen u uzorak vode koji je zatim promesan nekoliko puta i filtriran prema
protokolu opisanom u 3.3. Nakon filtracije, filter je manuelno ispiran (3.3), a zatim je sadrzaj
procesuiran prema dalje opisanim metodama (3.4, 3.5.). Efikasnost koncentracije se izrazavala u
procentima, kao odnos broja (oo)cista koje su vizuelno detektovane IFA metodom (3.5.1.) i ukupnog
broja oocista koji je dodat u uzorak. Prema US EPA 1623, minimalan procenat efikasnosti koji je
neophodan da bi se rezultat smatrao validnim iznosi 30% (US EPA, 2012).

3.3.  Koncentrisanje uzorka filtracijom kroz membranski filter

U svakom uzorku vode je, po dopremanju u laboratoriju i pre filtracije, vizuelno procenjen
turbiditet koji bi ukazivao na prisustvo nerastvorljivih Cestica organskog ili neorganskog porekla.
Ukoliko je utvrdeno da je uzorak bogat krupnijim Cesticama, filtriran je kroz sterilnu gazu u drugi
¢ist kontejner. Na ovaj nacin uklonjen je viSak krupnijih organskih i neorganskih ¢estica koje bi mogle
da ometaju dalju analizu. Svaki uzorak vode je pre filtriranja izmeSan okretanjem plasti¢nog
kontejnera nekoliko puta da bi se (0oo)ciste podigle sa dna, ukoliko je zbog eventualnog duzeg stajanja
uzorka doslo do sedimentacije pod uticajem gravitacije. U ovom istrazivanju, koncentrisanje (oo)cista
vrseno je filtriranjem vode kroz hidrofilne polikarbonatne filtere pre¢nika 142 mm i promera pora od
1,2 um (Millipore, Berlington, Masacusets, SAD) (Slika 3.2). Filteri su prilikom filtriranja bili
smesteni unutar drzaca za filter izradenog od nerdajuceg celika (Millipore, Berlington, Masacusets,
SAD). Drza¢ za filter je po postavljanju filtera hermetic¢ki zatvaran kako bi se sprecilo izlivanje
uzoraka. Drza¢ za filter je gumenim crevom bio povezan sa peristaltickom pumpom (ISI 10, AxFlow,
Dablin, Irska) ¢iji su valjei, pravec¢i vakuum, sprovodili vodu kroz filter, a zatim u kanalizacioni
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odvod. Crevo koje je koris¢eno za sprovodenje vode menjano je nakon obrade svakog uzorka kako
bi se izbegla unakrsna kontaminacija tokom filtriranja narednih uzoraka.

(LB _ 5

Slika 3.2. Prikaz postavke aparature za filtraciju vode; 1- Uzorak vode, 2- Drza¢ za filer sa
filterom plasiranim unutra, 3- Peristalticka pumpa

Filter je tokom procedure ispiran nekoliko puta, naizmeni¢no destilovanom vodom i puferom za
ispiranje (US EPA, 2005a) (Tabela 3.1), kada god bi protok vode kroz pumpu bio usporen ili kada bi
u potpunosti prestao (Slika 3.3). Prilikom svakog zaustavljanja pumpe i ispiranja filtera, sav filtrat bi
se prikupljao u sterilne epruvete od 50 mL za centrifugiranje. Turbiditet uzorka je uslovljavao koliko
puta Ce filter biti ispiran tokom procedure. Filteri koriS¢eni za uzorke koji su bili veoma zamuceni, 1
pored prethodnog filtriranja kroz gazu, morali su da budu ispirani i preko pet puta tokom procedure.
S druge strane, filteri koriS¢eni za filtraciju vizuelno ¢istih uzoraka morali su da se u meduvremenu
ispiraju samo par puta ili ¢ak nijednom, odnosno ceo uzorak je uspesno profiltriran kroz filter bez
prethodnih meduispiranja. Po okon¢anju procesa filtracije svakog pojedinacnog uzorka, filter je
manuelno ispiran u jednakim koli¢inama destilovane vode i pufera u trajanju od tri minuta, zatim je
filtrat prikupljen, a filter bacen.

Centrifugiranje filtrata vrSena je u centrifugi (Heracus Megafuge 1.0R, Kendro, Langenselbold,
Nemacka) sa plivaju¢im rotorom pri brzini od 3.000 xg tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Supernatant je pazljivo uklonjen pipetom i odbacen. U svaku epruvetu je po odstranjivanju
supernatanta dodata mala koli¢ina destilovane vode nakon ¢ega je epruveta vorteksovana, a sadrzZaj
prerucen u drugu epruvetu istog uzorka. Ispiranje je vrSeno dva puta. Nakon $to je kompletan uzorak
sveden na jednu epruvetu, centrifugiranje je ponovljeno, supernatant odbac¢en a talog sacuvan za dalje
analize.
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Tabela 3.1. Spisak i koli¢ina reagenasa koji su potrebni kako bi se napravio 1L pufera potrebnog za ispiranje
filtera tokom procesa koncentracije

Sastojci Koli¢ina potrebna za 1 L pufera

NaCl 8.04¢

KH2PO4 029

Na2HPO4 (12H20) 29¢

KCI 0.2

SDS 109

Tween 80 1mL

Antifoam A 0.1 mL

Slika 3.3. Prisustvo velike koli¢ine okom vidljivih ¢estica kao i onih mikroskopski sitnih
koji usporavaju/onemogucavaju dalje filtriranje
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3.4. Imunomagnetna separacija (IMS) (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp.

S obzirom na to da je ova metodologija prvi put primenjena u Srbiji u ovom istrazivanju,
neophodna oprema, reagensi i potrosni materijal za IMS bi¢e posebno nabrojani:

. mikrotube

. L10 epruveta

. Anti-Crypto beads
. Anti-Giardia beads
. SL-Buffer A (10x)
. SL-Buffer B (10x)
. SL-Buffer A (1x)

. magnetni drza¢ MPC-1

. predmetna plocica sa bunarom

. magnetni drza¢ DynaMag?2

. vorteks mikser

. rotacioni mikser

. pipete (staklene Pasterove, automatske)
. automatska Pro-pipeta

. HCI (0,1 M)
. NaOH (0,1 M)

Imunomagnetna separacija vrSena je Dynabeads GC-Combo kitom (IDEXX, Vestbruk, Mejn,
SAD). Ukratko, talog nastao nakon centrifugiranja, vorteksovan je i prebac¢en u Dynal L10 epruvetu
(IDEXX, Vestbruk, Mejn, SAD). Epruveta za centrifugiranje od 50 mL u kojoj se nalazio uzorak,
isprana je jo§ dva puta destilovanom vodom tako da kompletan sadrzaj bude prebac¢en u Dynal L10
epruvetu. Vodilo se racuna da ukupna zapremina tecnosti u L10 epruveti ne prede 10 mL. U epruvetu
je zatim dodato po 1 ml SL-Buffer A (10x) i SL-Buffer B (10x) kao i po 100 uL prethodno dobro
izvorteksovanih magnetnih kuglica oblozenih antitelima specifi¢nim za ciste i oociste G. intestinalis
i Cryptosporidium spp. (nalaze se u kitu). Epruveta je dobro zatvorena i postavljena u rotacioni mikser
Dynabeads MX (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD), sat vremena na sobnoj temperaturi i pri brzini od
15-20 obrtaja u minutu. Nakon inkubacije, epruveta je prebacena u magnetni drza¢ MPC-1 (IMS;
IDEXX, Vestbruk, Mejn, SAD) tako da ravna strana L10 epruvete naleze direktno na magnet. Sadrza;j
epruvete je zatim nezno mesan pokretima ruke u trajanju od dva minuta tako da pocetni i zavrsni
poloZaj epruvete postavljene u magnetni drza¢ bude pod uglom od 90° u odnosu na horizontalnu
ravan. Bez vadenja epruvete iz magnetnog drzaa, sadrzaj je odliven u sterilnu epruvetu za
centrifugiranje od 50 mL i skladiSten na —20 °C jer se iz tog uzorka kasnije radila ekstrakcija i
detekcija T. gondii. L10 epruveta je potom izvadena iz magnetnog drzaca i u nju je dodato 0,4 ml 1x
SL-Buffer A i sadrzaj je izmeSan lagano pokretima ruke. Sadrzaj je zatim prebaCen Pasterovom
pipetom u mikrotubu i ovaj postupak ispiranja i prebacivanja ponovljen je jos dva puta. Nakon §to je
kompletan sadrzaj prebacen iz L10 epruvete, mikrotuba je postavljena u magnetni drza¢ DynaMag2
(Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) i lagano meSana rukom tokom jednog minuta. Prilikom meSanja
sadrzaja, poCetni i zavrSni poloZaj mikrotube postavljene u magnetni drzac¢ bio je pod uglom od 180°
na horizontalnu ravan. Nakon toga, sav sadrzaj je aspiriran Pasterovom pipetom i prebacen u epruvetu
gde se ve¢ nalazi odvojen deo uzorka za detekciju T. gondii, pri ¢emu mikrotuba nije vadena iz
magnetnog drzaca.

Nakon §to je mikrotuba sa uzorkom izvadena iz magnetnog drzaca, u nju je dodato 50 pL 0,1 M
HCI rastvora (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD), zatim je mikrotuba vorteksovana na najvecoj
brzini 30 sekundi a potom ostavljena na sobnoj temperaturi u vertikalnom polozaju 10 minuta. Po
isteku inkubacije, vorteksovanje je ponovljeno pri istoj brzini i trajanju a tuba je stavljena u magnetni
drza¢ DynaMag2 (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD), pri ¢emu se vodilo racuna da se kompletan
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sadrzaj tube nalazi na njenom dnu. Tuba je zatim ostavljena u magnetnom drZza¢u na sobnoj
temperaturi u trajanju od dva minuta. Bez uklanjanja mikrotube iz magnetnog drzaca ovako precis¢en
uzorak, ¢ija je koli¢ina u proseku iznosila oko 60 pL, podeljen je na dva dela, od kojih je jedan
koris¢en kao uzorak za IFA ispitivanje dok je ostatak ekstrahovan i koriS¢en u PCR detekciji.
Preciznije, 30 pL uzorka prebaceno je na predmetnu plo¢icu sa bunarom na koju je prethodno
stavljeno 5 puL 0.1M NaOH rastvora (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD) kako bi se neutralisala
kiselina ranije dodata u uzorak. Predmetna plocica je ostavljena da se susi na sobnoj temperaturi 24h.
Preostali deo uzorka prebacen je u novu mikrotubu i skladisten je na -20 °C do trenutka kada je radena
ekstrakcija gDNK radi PCR detekcije cista i oocista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. Kako je
usled podele uzorka postojala mogucnost (iako veoma mala) da se sve (oo)ciste nadu u delu
namenjenom ekstrakciji, $to bi dovelo do toga da deo uzorka za IFA detekciju bude proglasen lazno
negativnim, primena PCR analize bila je obavezna za svaki uzorak, bez obzira da li su u njemu IFA
metodom uocene (0o)ciste ili ne.

3.5. Detekcija (oo)cista i/ili gDNK protozoa

3.5.1. Detekcija (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. imunofluorescencijom

Kao i za IMS, sva oprema, reagensi i potro$ni materijal neophodni za imunofluorescenciju bice
posebno nabrojani:

. RR2 Crypto/Giardia Cel reagens (Cellabs, Sidnej, Australija)

. RMG mounting medium

. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS) (ThermoFisher Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD)

. metanol

. papirni ubrus

o pipete

o vlazna komora

. pokrovne ljuspice

. fluorescentni mikroskop (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Oberkohen, Nemacka)
o inkubator (Heratherm, ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD)

Odredivanje prisustva (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. u uzorku odnosno na
predmetnoj plocici vrseno je pomocu Crypto/Giardia Cel kita za imunofluorescenciju (Cellabs,
Sidnej, Australija).

Uzorak je posle susenja fiksiran sa 50 pL koncentrovanog metanola (Bio-strategy, Okland,
Australija), a nakon $to je metanol ispario, na uzorak je nakapano 25 pL RR2 reagensa. Uzorak je
pazljivo postavljen u vlaznu komoru i inkubiran na 37 °C 30 minuta koliko je potrebno da dode do
vezivanja antitela. Nakon inkubiranja, predmetna plocica, a pogotovu bunar u kome se nalazio
uzorak, lagano je isprana nekoliko puta rastvorom Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS)
(ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), a visak tecnosti je uklonjen papirnim ubrusom.
Tokom upijanja viska te¢nosti ubrusom vodilo se racuna da se ne dodirne centralni deo predmetne
plocice sa bunarom kako se ne bi ostetio uzorak. Nakon susenja na sobnoj temperaturi, na preparat je
stavljeno 25 pL medijuma RMG nakon ¢ega je preparat prekriven pokrovnom ljuspicom. Uzorak je
pregledan na Axioskop 2 mikroskopu (Zeiss, Oberkirhen, Nemacka) pod uveli¢anjem od 400% sa
emisionim filterom specifi¢cnim za FITC/GFP (520 nm) (Slika 3.4).
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Slika 3.4. Posmatranje preparata pod uveli¢anjem od 400 sa

emisionim filterom specificnim za FITC
[Fotografija, autor O. Lijeski¢, 2020.].

3.5.2. Detekcija gDNK G. intestinalis i Cryptosporidium spp. i tipizacija asemblaZa G.
intestinalis

3.5.2.1. Ekstrakcija gDNK

Ekstrakcija gDNK iz cista i oocista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. vrSena je iz dela uzorka
(zapremine izmedu 30 i 50 pL) koji je ostao nakon IMS procedure. Ekstrakcija gDNK oocista T.
gondii vrSena je iz 250 pL filtrata odnosno taloga koji je preostao nakon procedure IMS. Za
ekstrakciju je koris¢en DNeasy PowerSoil (Qiagen, Hilden, Nemacka), zasnovan na pricipu
izdvajanja DNK/RNK na silika-gel membrani. Uzorci su ekstrahovani prema uputstvu proizvodaca,
s tim §to je zbog robustne prirode (oo)cista, umesto obi¢nog vorteks aparata koriSéen aparat za
mehani¢ku homogenizaciju BeadRuptor4 (Omni international, Kenesi, Dzordzija, SAD). Uzorci
postavljeni u aparat vorteksovani su pri maksimalnoj brzini tri puta u trajanju od po pet minuta, pri
¢emu se vodilo ra¢una da ne dode do pregrevanja tubica sa uzorkom usled trenja. Nakon ovog koraka,
ekstrakcija uzorka nastavljena je dalje po protokolu (liza, precipitacija, viSekratno ispiranje na
kolonici, elucija). Finalna koli¢ina eluata iznosila je 100 L.

3.5.2.2. Koncentrisanje gDNK precipitacijom natrijum acetatom i etanolom

Koncentrisanje gDNK vrseno je po protokolu natrijum acetatom (finalna koncentracija 0,3 M) i
etanolom uz dodatak reagensa Pellet Paint® NF Co-Precipitant, da bi se izbegao gubitak DNK peleta
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(Millipore, Berlington, Masacusets, SAD). Ukratko, u ekstrahovanu DNK (50 pL) dodato je po 1 pL
reagensa Pellet Paint® NF Co-Precipitant. Zatim je dodat 96% etanol u odnosu 1:1, nakon ¢ega je
uzorak pazljivo izmesan i ostavljen da se inkubira na sobnoj temperaturi jedan minut. Po isteku
vremena inkubacije, uzorak je centrifugiran na najvecoj brzini cenrifuge (16.000 xg) u trajanju od 5
minuta. Nakon uklanjanja supernatanta, u epruvetu sa peletom, koji je reagensom bio obojen u tamno
plavo, dodato je 500 pL 70% etanola. Zatim je uzorak ponovo izmeSan i centrifugiran na najvecoj
brzini u trajanju od tri minuta. Supernatant je ponovo pazljivo uklonjen i nakon §to se pelet potpuno
osusio na sobnoj temperaturi na vazduhu (2-5 min), rastvoren je u 5 pL vode bez DNaza/RNaza.

3.5.2.3. Detekcija gDNK G. intestinalis PCR amplifikacijom iz dva koraka

Amplifikacija B-giardin gena za detekciju gDNK G. intestinalis radena je u dva koraka. U prvom
koraku fragment je umnozavan pomoc¢u eksternih prajmera G7 i G759. Zapremina smese u primarnoj
PCR reakciji iznosila je 20 pL a sastojala se od PCR Master Mix (1X) (ThermoFisher Scientific,
Voltam, Masacusets, SAD), 10 pmol prajmera, vode bez DNaza/RNza kao i 2 pL gDNK. U drugom
koraku koris¢eni su interni prajmeri kao i 2 pL produkta (amplikona) prve PCR reakcije kao matrica
za drugu. PCR reakcije su radene u Veriti™ 96-Well Thermal Cycler aparatu (ThermoFisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) a termalni profil koji je koris¢en kao i sekvence prajmera
nalaze se u Tabeli 3.2. Vizuelizacija produkata u 1,5% agaroznom gelu nakon elektroforeze vrsena
je u BioDocAnalyze aparatu (Biometra, Getingen, Nemacka). U svakoj PCR reakciji kao negativna
kontrola koris¢ena je ultra Cista voda bez DNaza/RNaza, a kao pozitivna kontrola gDNK G.
intestinalis. Pojedini uzorci testirani su nakon dodavanja DNK prec¢is¢enog Herpes virusa foka
(PhHV-1) kao egzogene kontrole, radi provere uspesnosti amplifikacije, odnosno kao dokaz da u
uzorcima nije bilo inhibiSucih supstanci.

Tabela 3.2. Eksterni i interni prajmeri i termalni profili koris¢eni za amplifikaciju B-giardin gena

TERMALNI BROJ
SEKVENCA PRAJMERI PROFIL CIKLUSA REFERENCA
EKSTERNI 95 °C-3 min
G7 5-AAGCCCGACG o5 C
ACCTCACCCGCAGTGC-3’ ~oU Sec .
1 65 °Cd5 o Caccio et al.,
. °C-45 sec
S 2002.
G759 5'- 72 °C-60 sec
GAGGCCGCCCTGGATCTTCG 72 °C-7 min
AGACGAC-3'
B-GIARDIN
INTERNI 95 °C-3 min
5-GAACGA .
ACGAGATCGAGGTCCG-3' 95 °C-30 sec
Lalle et al., 2005.
2. 55 °C-45 sec 35
Korak
72 °C-60 sec
5"CTCGACGAGCTTCGTGTT'3, 72 oc_7 mln
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3.5.2.4. PCR-RFLP tipizacija asemblaza G. intestinalis

Za sve uzorke u kojima je amplifikacija B-giardin gena bila uspesna, vrSena je determinacija
asemblaza RFLP metodom. Reakciona smesa sastojala se od 5-15 pL produkta drugog koraka PCR
reakcije, 1 uL enzima endonukleaze BsuRI (ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 1
ML 1X FastDigest Green Buffer (ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), a do
zapremine od 20 pL dodata je ultra Cista voda bez DNaza/RNaza. Reakciona smesa inkubirana je u
termo-mikseru (Thermomixer Comfort, Eppendorf, Be¢, Austrija) na temperaturi od 37 °C u trajanju
od 15 minuta. Kao pozitivna kontrola u reakciji koris¢ena je gDNK G. intestinalis, i to asemblaza A,
BiE.

3.5.2.5 Detekcija gDNK Cryptosporidium spp. PCR amplifikacijom iz jednog ili dva koraka

Za detekciju Cryptosporidium spp. gDNK uradena je amplifikacija Cetiri razli¢ita gena: SSU
rRNK, TRAP-C2, HSP70 i COWP prema publikovanim protokolima (Xiao et al, 1999; Elwin et al.,
2001; Morgan et al., 2001; Spano etal., 1997). Sem za COWP gen, sve metode amplifikacije sastojale
su se iz dva koraka. Za amplifikaciju SSU rRNK gena reakciona smesa prvog PCR koraka sastojala
se od PCR Master Mix (1X) (ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 100 nM eksternih
prajmera, 3 pL gDNK i vode bez DNaza/RNaza do zapremine od 20 uL (Xiao et al., 1999). Termalni
profil i sastav smese za drugi PCR korak bili su sli¢ni kao i kod prvog osim $to je kori§¢eno 2 pL
produkta prvog koraka kao matrica za drugi. Kao i u slucaju detekcije gDNK G. intestinalis, u
pojedine uzorke dodavana je DNK pre¢is¢enog Herpes virusa foka radi testiranja na prisustvo
inhibitora amplifikacije.

Prvi korak reakcione smese za amplifikaciju TRAP-C2 gena sastojao se od PCR Master Mix (1X)
(ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 10 pmol seta eksternih prajmera, 3 pL gDNK
I vode bez DNaza/RNaza do zapremine od 20 pL (Elwin et al., 2001). Drugi korak PCR reakcije
sastojao se od PCR Master Mix(1X) (ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 10 pmol
seta internih prajmera, 3 pL produkta prvog koraka kao i vode bez DNaza/RNaza do zapremine od
20 pL.

Prvi i drugi korak PCR reakcije za amplifikaciju HSP70 gena sastojali su se od PCR Master Mix
(1X) (ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), eksternih (u prvom) i internih (u drugom
koraku) prajmera koncentracije 12,5 pmol, 3 uL gDNK u prvom odnosno 3 pL produkta prve PCR
reakcije u drugom koraku, kao i vode bez DNaza/RNaza do zapremine od 20 pL (Morgan et al.,
2001).

Poslednji gen koji je koris¢en za detekciju Cryptosporidium spp. u ovom istrazivanju jeste COWP
gen. Reakciona smesa za detekciju COWP gena sastojala se od PCR Master Mix (1X) (ThermoFisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 30 pmol cry-15 i cry-9 prajmera, 3 uL gDNK i ultra ¢iste vode
bez DNaza/RNaza do zapremine od 20 pL. Za razliku od prethodna tri PCR protokola, ovaj je druk¢iji
jer postoji samo jedan korak PCR reakcije (Spano et al., 1997). Termalni profili kao i spisak prajmera
koriS¢enih za svaki gen u detekciji Cryptosporidium spp. nalaze se u Tabeli 3.3.

Produkti PCR reakcija razdvajani su elektroforezom u agaroznom gelu u koji je dodat etidijum-
bromid u koncentraciji od 4%. Koncentracija gela je iznosila 1,5% ili 2% u zavisnosti od oc¢ekivane
veli¢ine fragmenata nastalih u PCR reakciji. Nakon elektroforeze produkti su vizualizovani u
BioDocAnalyze aparatu (Biometra, Getingen, Nemacka).
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Tabela 3.3. Prajmeri i termalni profili koris¢eni u detekciji Cryptosporidium spp.

TERMALNI BROJ
SEKVENCA PRAJMERI SROFIL CIKLUsA | REFERENCA
EKSTERNI 95 °C.3 miin
L 5 95 °C-45 sec
TTCTAGAGCTAATAATGC
Korak | -1 55 °C-60 sec — 35
72 °C-45 sec
SSU rRNK 50 _ _
CCCTAATCCTTCGAAACA | 72°C-5min Xiao et al.,
GGA-3' 1999,
INTERNI 95 °C-3 min
2 5" 95 °C-45 sec
GGAAGGGTTGTATTTATT
KoraK | N TAAAG.S: 55 °C-60 sec 35
S 72 °C-45 sec
AAGGAGTAAGGAACAAC _
CTCCA-3’ 72 °C-5 min
EKSTERNI 95Ci i
L 5" 95 °C-30 sec
Korak | CATATTCCCTGTCCCTTG i
AGTTGT-3’ 60 °C-30 sec 38 EINEl
o 72 °C-45 sec 2001.
TRAP-C2 TGGACAACCCAAATGCAG | 72 °C-5min
AC-3'
INTERNI 95 °C-3 min
2. | 5.GGTAATTGGTCACGA-3' | 95 °C-30sec Eiwin et a
Korak 44 °C-30 sec 38 2001 ’
5'-CCAA . .
GTTCAGGCTTA-3' 72 °C-45 sec
72 °C-5 min
EKSTERNI
HSPF4 95 °C-3 min
S 95 °C-30sec
1. GGTGGTGGTACTTTTGAT ]
Korak | GTATC-3' 56 °C-30sec 40 Morgan et al.,
72 °C-30sec 2001.
HSPR4 _
5'-GCCTGAACCTTTGGA | 72 °C-5min
HSP70 ATACG-3’
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INTERNI
HSPF3 95 OC'3 min
) 5'- 95 °C-30 sec
. GCTGSTGATACTCACTTG o
Korak GGTGG_3/ 56 C'SO sec 40
72 °C-30 sec
HSPR3 .
50 72 °C-5min
CTCTTGTCCATACCAGCA
TCC-3’
cry-15 .
5 95 °C-3 min
GTAGATAATGGAAGAGAT | g5 °C_30) sec
1 TGTG-3'
Kor.ak 55 °C-35 sec 40
COWP cry-9 o Spano et al.,
5’_ 72 C'SO SEC 1997.
GGACTGAAATACAGGCAT | 72 °C-5 min
TATCTTG-3’

3.5.3. Detekcija gDNK T. gondii PCR amplifikacijom iz jednog (529 bp) i dva koraka (SAG2,

GRA®6)

PCR reakcija za detekciju gDNK T. gondii sastojala se od PCR MasterMix (1X) (ThermoFisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 0,25 mM HOI1 i HO2 prajmera specificnih za 529 bp
repetitivni element (AF146527), 3 ul gDNK, i ultra ¢iste vode bez DNaza/RNaza do ukupne
zapremine reakcije od 20 L. (Homan et al., 2000; Vujani¢ et al., 2011). Radi potvrde prisustva T.
gondii gDNK, radena je takode i detekcija SAG2 i GRA6 gena (Su et al., 2010). Ukratko, reakciona
smesa za prvi korak i za SAG2 i za GRAG6 sastojala se od PCR MasterMix (1X) (ThermoFisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD), 0,15 uM eksternih prajmera i 2 pL gDNK. Drugi korak PCR
reakcije za detekciju oba gena sastojao se od 0,3 uM internih prajmera i 2-4 pL produkta prvog
koraka. U svaku reakciju je dodata ultra Cista voda bez DNaza/RNaza do zapremine od 20 pL (Tabela

3.4).
Tabela 3.4. Prajmeri i termalni profili koris¢eni u detekciji T. gondii
TERMALNI BROJ
SEKVENCA PRAJMERI PROFIL | CIKLUsa | REFERENCE
95 °C-5 min Vuianié et al
HO1 3-AGAGACACCGGAATG CGA . wame et dl.,
529 bp 1. |tc15 95 °C-15 sec 2011
REPETITIVNI | Korak
56 °C-30 sec 45 ,
FRAGMENT HO?2 3’-CCCTCT . Lélu et al.,
TCTCCACTCTTCAATTCT-S’ 72 °C-45 sec 2012.
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EKSTERNI

SAG2 5- GGAACGCGAACAATGAGTTT-3 | 20 ¢-3min
5-GCACTGTTGTCCAGGGTTTT -3’ | 95 °C-30 sec
1.
55 °C-60 sec L 30
Korak | EKSTERNI Su et al., 2010.
5-ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT-3' | /2 °C-60 sec
GRAG 5-GCACCTTCGCTTGTGGTT-3’ 72 °C-5 min
INTERNI
5-GAAATGTTTCAGGTTGCTGC-3' . _
SAG2 2. | 5-GCAAGAGCGAACTTGAACAC-3’ | 99 °C-3min
Korak 95 °C-30 sec
Suetal., 2010.
INTERNI 60 °C-60 sec 35
GRAG 5-TTTCCGAGCAGGTGACCT-3’ 79 9C-60 sec
5-TCGCCGAAGAGTTGACATAG-3'
72 °C-5min
3.6. Priprema baze za graficki prikaz rezultata pomocu geografskog informacionog

sistema (GIS)

Lokacije na kojima su prikupljani uzorci georeferencirane su u WGS84 koordinatnom sistemu
(georeferentni podaci dati u Prilozima), koris¢enjem softvera OziExplorer (Des Newman's
OziExplorer GPS Mapping Software, Brizbejn, Australija). Za potrebe mapiranja i drugih analiza,
formirana je namenska baza podataka (Tabela 3.5) koja je obuhvatila pripadnost lokacije vodnom
telu, najblizi grad, pripadnost administrativnom okrugu R. Srbije, detaljniji opis lokacija i datum
uzorkovanja. Prikaz rezultata — razlicite varijante tematskog mapiranja podataka — obavljen je
pomocu softvera qGIS verzija 3.16 Hannover (Creative Commons Attribution-ShareAlike 3.0 licence
(CCBY-SA).

Tabela 3.5. Lokaliteti uzorkovanja (n = 48) vodnih tela, administrativno-teritorijalni podaci, datum i detaljan

opis lokacije
Redni Naziv Datum Mesto uzorkovanja
broj Grad/mesto vodnog Okrug uzorkovanja _ .
tela Geografske koordinate Opis lokacije
1 Sabac Sava Matvanski | 09.12.2018. | 44.770020, 19.698898 | tarigrad’ Sabac,
kod tvrdave
nekoliko metara
nizvodno od
2 Sabac Sava Macvanski 09.12.2018. 44752518, 19.716768 ispusne cevi
kanalizacionog
kolektora
3 | Ostrumica | Sava | GradBeograd | 12.12.2018. | 44.731655, 20311835 | LKmuzvodnood
zelezniCkog mosta
Gardos, Zemunski
4 Zemun Dunav Grad Beograd 12.12.2018. 44.848846, 20.411830 kej
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arheolosko

5 Vinca Dunav Juznobanatski 12.12.2018. 44,768414, 20.620448 nalaziSte Vinca-
Belo brdo
6 Smederevo |  Dunav Podunavski 12.12.2018. | 44.693658, 20959222 | 0:>km uzvodnood
mosta za Kovin
7 Ribare Lugomir | Pomoravski | 19.12.2018. | 44.007699, 21.206089 | Koduscauluznu
Moravu
8 Lapovo Lepenica Sumadijski 24.12.2018. | 44.148020, 21.053718 Lkmod uSca u
Juznu Moravu
9 Ljubievski | Velika Branicevski 24.12.2018. | 44.586730, 21.132873 | .. . °Kolina
most Morava Ljubi¢evskog mosta
10 Kusiée Pek Branidevski 24.12.2018. | 44.716730, 21.536147 | M@ 'Z""E'l‘l‘;ife mesta
11 Bratinac Mlava Branicevski 24122018, | 44.645713, 21.220110 | °KO 15kmuzvodno
od us¢a u Dunav
Velika . .
12 Bagrdan Morava Pomoravski 24.12.2018. 44.068452, 21.197887 Bagrdanska klisura
13 Badovinci Drina Matvanski 2512.2018. | 44.784687, 19.350366 nizvodno od
Pavlovi¢a mosta
uzvodno od
14 | BajinaBasta | Drina Zlatiborski 25.12.2018. | 43.975092, 19.541425 akumulacije
Zvornik
15 Batrovci Bosut Sremski 25.12.2018. | 45.052255, 19.169406 | “ th‘;rle%;;;’cnog
kod mosta na putu
16 Lesnica Jadar Macvanski 14.02.2019. | 44.633342, 19.273094 | Kozjak-Jadranska
Le$nica
17 Lesnica Lesnica Matvanski 14.02.2019. | 44.593385 19208004 | <0d veznog kanala
Jadar-Lesnica
18 Jarak Kudos Sremski 14.022019 | 44.914416 19743549 | nekoliko metara pre
us¢a u Savu
oko 5 km nizvodno
19 Jamena Sava Sremski 14.02.2019. 44.878088, 19.084065 od granice sa
Hrvatskom
20 Markovac Raca Pomoravski | 11.02.2010. | 44.229567, 21.146498 | Koduséau Veliku
Moravu-aluvion
21 Laniite Belica Pomoravski 11.02.2019. | 44.237895, 21.176878 na putu Slaniste
22 Kaliste Vitovnica | Branidevski 20.02.2019. | 44.417803, 21.364797 neposredno pre
u$éa u Mlavu
23 Usée Studenica Raski 20.02.2019. | 43.457960, 20.596822 kod uic¢a u Ibar
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24

Brgule

Tamnava

Grad Beograd

18.02.2019.

44.538151,

20.209328

kod uséa u

Kolubaru
g5 | Petrovacna |\ Branicevski | 20.02.2019. | 44.391790, 21.402819 kod usca reke
Mlavi Busur u Mlavu
26 Kragujevac | Ugliesnica Sumadijski 23.03.2019. | 44.032513, 20.943257 nlzv‘i‘iir‘:]‘(’)\‘/’fausca
27 | Visnjicevo |  Sidina Sremski 23.03.2019. | 44.981024, 19.283683 OkOIggs‘ljfca u
u blizini
28 Mrdenovac Dobrava Mag¢vanski 23.03.20109. 44.709786, 19.799873 vregionalnog puta
Sabac-Obrenovac
29 Tekija Dunav Borski 24.04.2019. | 44700123, 22.418538 | 1 ka”e'i‘ig‘;d”O od
30 Mislodin | Kolubara | Grad Beograd | 22.04.2019. | 44.652027, 20.216726 na izlazu iz
Obrenovca
vodozahvat; iz
31 Mosna Porecka Borski 22.04.2019. 44.423018, 22.173043 ¢amca, nekoliko
metara od obale
.. . . . vodozahvat; sa
32 Uzice Vrutci Zlatiborski 24.09.20109. 43.843835, 19.706695 obale jezera
vodozahvat; iz
33 Krusevac Celije Rasinski 26.09.20109. 43.415932, 21.183962 ¢amca, nekoliko
metara od obale
34 | NoviBeej Tisa Srednjebanatski | 24.10.2019. | 45.504014, 20.107228 | nekoliko metara
uzvodno od brane
35 Bezdan Dunav | Zapadnobacki | 17.12.2019. | 45.854052, 18.859036 | ™ “Sl;‘}ll‘;‘nala
oko 1 km od
36 Backi Breg Plazovi¢ Zapadnobacki 17.12.2019. 45.919732, 18.986591 granice sa
Madarskom
oko 300 m
37 Titel Tisa Juznobacki 17.12.2019. 45.206210, 20.315213 nizvodno od usc¢a
Begeja
preko puta
38 Novi Sad Dunav Juznobacki 17.12.2019. 45.266293, 19.872312 Ribarskog ostrva,
desna strana reke
oko 100 m od
39 Vrbica Zlatica Severnobanatski 17.12.2019. 45.999523, 20.347688 granice sa
Rumunijom
Kanal
« Dunav- W
40 Backo Tisa- Juznobacki 17.12.2019. | 45.535999, 20.021837 kod ribnjaka
Gradiste ,,Becej
Dunav
(DTD)
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u blizini mosta
41 Bac DTD JuzZnobacki 17.12.2019. 45.415278, 19.227500 ,»Vojvodanskih
brigada“
Park prirode Zav0isko sa obale, zapadna
42 "Stara ie7 eJro Pirotski 12.09.2020. 43.227578, 22.705207 strana jezera, u
planina" ) blizini brane
43 Nis Nisava Nisavski 12002020, | 43.322022, 21.893254 | Preko ‘f(‘;g"ijitambo'
Tuna neposredno pre
44 Stala¢ Rasinski 13.09.2020. 43.698540, 21.405655 uscéa u Zapadnu
Morava
Moravu
45 | Zzeenjanin | Peskara | Srednjebanatski | 10042021 | 45351078, 20383610 | SISO KUpate
desna obala reke,
46 VrnjaCka | VrnjaCka Raski 14.052021. | 43.624541, 20895836 | °K° 100 m zapadno
banja reka od regionalnog puta
broj 208
Ribnicka oko 100 m severno
47 Mionica rek; Kolubarski 17.06.2021. 44.254591, 20.087812 | od regionalnog puta
broj 150
ostrvo Ada
Savsko Ciganlija,
48 Beograd jezero Grad Beograd 01.07.2021. 44784371, 20.386957 novobeogradska
obala jezera

Vecina uzoraka prikupljena je sa lokacija koje se nalaze u programu monitoringa vodnih tela koji
svake godine sprovodi SEPA, i taj broj u proseku iznosi oko 69 profila godi$nje. Uzorci su sakupljeni
iz svih veéih vodotokova, kao i vodnih tela blizu grani¢nih prelaza, iz veéine okruga (19/25), izuzev
Severnobackog, Moravickog, Zajecarskog, Toplickog, Jablanickog i Pcinjskog (Slika 3.5).
Uzorkovanje na prostoru Kosova 1 Metohije nije radeno.

Uzorkovanje nije vrSeno sa profila koji lokacijski nisu bili od znacaja za istrazivanje.Takode,
voda se nije sakupljala sa mesta koja su primetno prljava ili mesta gde postoji vidljivo ulivanje
otpadnih voda u vodotokove, da bi se oCuvala objektivnost studije. Pored uzoraka predvidenih
programom Agencije, dodatno su analizirani i uzorci prikupljeni sa popularnih kupalista, kao i iz reka
koje prolaze pored obradivog zemljista i koje su izvor vode za navodnjavanje. Ova vodna tela
potencijalno mogu da budu izvor infekcije za ljude i Zivotinje ukoliko su kontaminirana protozoama.

3.7. Statisti¢ka analiza

Povezanost hidromorfoloskih, fizickih, hemijskih i bioloskih parametara, kao parametara za
odredivanje kategorije kvaliteta vodnog tela, kao i godisnjeg doba uzorkovanja, sa nalazom protozoa
u uzorcima vode ispitivana je ¢ testom, a rezultati analize predstavljeni su vrednostima statisticke
znacajnosti za svaki ispitivani faktor pojedinac¢no. Granicom statistiCke znacajnosti smatrana je
verovatnoca od 5% (P<0,05).
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Slika 3.5. Mapa Republike Srbije sanaznafenim lokacijama uzorkovanja. Svaka tafka obeleZena brojem predstavlja jedan uzorak odnosno tafnu lokaciju na kojoj je izvrieno uzorkovanje.






4. Rezultati

4.1. Tokuzorkovanja

Period u toku godine u kojem je uzorkovanje vrSeno razlikovao se tokom trajanja istrazivanja, a
najveci broj uzoraka prikupljen je u zimskim i prole¢nim mesecima. Najveci broj uzoraka prikupljen
je tokom 2019. godine, njih 25, 2018. godine prikupljeno je 15 uzoraka, dok su u 2020. i 2021. godini
prikupljena po svega cCetiri uzorka. Razlika u koli¢ini prikupljenih uzoraka u prve dve godine od
pocetka istrazivanja u poredenju sa druge dve povezana je sa pocetkom i trajanjem pandemije
COVID19.

4.1.1. Prikaz ispitivanih lokacija

Tokom istrazivanja prikupljeno je ukupno 48 uzoraka vode, primarno poreklom iz velikih reka 1
njihovih pritoka. MoZe se uociti da su uzorci sakupljeni 1 iz irigacionih kanala, koji navodnjavaju,
odnosno odvodnjavaju poljoprivredno zemljiste, iz vodozahvata, kao i kupalista, odnosno mesta koje
stanovnistvo koristi za sport 1 rekreaciju. Na osnovu mapiranih lokaliteta, procenjeno je da je ovom
studijom pokrivena adekvatna povrsina teritorije Srbije.

4.1.2. Kvalitet uzoraka

Svega pet uzoraka (10,4%) dodatno je filtrirano kroz gazu da bi se otklonila biomasa pre filtracije
za koncentraciju (oo)cista. Ovi uzorci bili su poreklom iz irigacionih kanala (lokaliteti 18, 27, 40, 41)
i iz reke Tamnave (24). Kod vecine ostalih uzoraka iz vodozahvata i drugih staja¢ih voda primeéen
je povecan turbiditet, ali ne i prisustvo dovoljno velikih ¢estica da bi se efikasno otklonile filtriranjem
kroz gazu, te to nije ucinjeno. Najmanje zamuceni uzorci bili su poreklom iz reke Pek (10) i Drine
(13, 14), medutim treba pomenuti da izgled tj. stepen zamucenosti uzoraka nije bio u korelaciji sa
evidentiranim fizickim i hemijskim karakteristikama vodnog tela.

4.2. Rezultati provere efikasnosti koncentrisanja (oo)cista — validacija rezultata
istraZzivanja

Mikroskopski preparat koji je nac¢injen nakon filtracije pija¢e vode u koju su dodate inaktivisane
(oo)ciste G. intestinalis i Cryptosporidium spp. posmatran je pod uveliCanjem od 400x sa
fluorescentnim filterom specificnim za FITC/GFP. Od po 100 + 2 cista odn. oocista oba parazita
koliko je dodato u uzorak vode, izbrojana je 81 cista G. intestinalis (uspesnost 81%) i 32 oociste
Cryptosporidium spp. (uspesnost 32%), ¢ime je dokazano da je postignuta zadovoljavajuca efikasnost
koncentracije prema smernicama US EPA 1623, sto je potvrda za to da je metodologija uspesno
implementirana prilikom ovog istrazivanja kao i da su dobijeni rezultati validni. Na vidnom polju
(Slika 4.1) preparata mogu se zapaziti tri ciste G. intestinalis i jedna oocista Cryptosporidium spp.
koje su obelezene, kao i artefakti pravilnog oblika koji su autofluorescentni (verovatno kristali), ali
nisu od znacaja za istrazivanje. Autofluorescencija artefakata u slu¢aju pijace vode nije problemati¢na
za tumacenje rezultata, upravo zbog toga $to su pravilnog oblika.
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Slika 4.1. Rezultat provere efikasnosti metodologije za koncentrisanje (oo)cista -
reprezentativno vidno polje preparata (FITC fluorescentni filter, uveli¢anje 400%)

4.3. Nalaz protozoa u povrsinskim vodama Srbije

4.3.1. Ukupni nalaz: kontaminiranost povrsinskih voda cistama i oocistama protozoa

Od ukupno 48 uzoraka sakupljenih u ovom istrazivanju, u 24 uzorka (50%) detektovane su (oo)ciste tri
ispitivane protozoe G. intestinalis, Cryptosporidium spp. i T. gondii. Uzorak se smatrao pozitivnim ukoliko
je unjemu IFA testom ili PCR metodom detektovano prisustvo (oo)cista. Lokalitet se smatrao pozitivnim
ako je u uzorku detektovano prisustvo bilo koje od tri ispitivane protozoe, bilo kojom metodom.

Veci broj uzoraka u kojima su bile prisutne (oo)ciste bio je grupisan u centralnoj Srbiji, u
Sumadijskom i Pomoravskom okrugu (10,4%, 5/48) (Slika 4.2). Svih pet uzoraka poticalo je iz sliva
Velike Morave i njenih pritoka poput Lepenice i Resave; u ovom slivu bilo je ukupno 14,6% (7/48)
uzoraka u kojima su bile prisutne (oo)ciste. U zapadnoj Srbiji i Vojvodini, ta¢nije u Ma¢vanskom i
Sremskom okrugu takode je detektovano prisustvo ispitivanih protozoa na vise lokacija u nekoliko
reka. Paraziti su pronadeni u Drini i Savi (10,4%, 5/48), u njihovim pritokama, rekama Jadar i Bosut,
kao i u irigacionom kanalu Kudo$ koji se uliva u Savu sa Sremske strane (8,3%, 4/48). Prisustvo
protozoa detektovano je i na lokacijama negrupisanim na nivou pojedinih okruga, i to u Nisavskom
okrugu, na NiSavi, zatim u Zlatiborskom okrugu na reci Drini kod Bajine Baste, i u Zapadnobac¢kom
okrugu na Dunavu, kao i u Brani¢evskom okrugu na rekama Pek i Mlava. Pojedina¢ne lokacije na
kojima je zabelezen pozitivan nalaz bile su na rekama Kolubari, Juznoj Moravi, Tisi i Dunavu, i to u
Kolubarskom, Rasinskom i Podunavskom okrugu, kao i na teritoriji grada Beograda, dok u sedam
okruga (Juznobacki, Raski, Borski, Juznobanatski, Pirotski, Severnobanatski) prisustvo protozoa nije
detektovano (Slika 4.3).
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Slika 4.2. Prikaz lokacija uzorkovanja kao 1 status uzoraka u odnosu na nalaz patogenih protozoa. Negativni uzorci obeleZeni su zelenim krugovima, a pozitivni crvenim.
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Slika 4.3. Distribucija nalaza parazitskih protozoa u uzorcima povrsinskih voda u Srbiji u zavisnosti od okruga.
Imena okruga: 1 - Magvanski; 2 - Sremski; 3 - Pomoravski; 4 - Brani¢evski; 5 - Sumadijski; 6 - grad Beograd;
7- Zlatiborski; 8 - Zapadnobacki; 9 - Rasinski; 10 - Podunavski; 11 - Nisavski; 12 - Kolubarski; 13 -
Juznobacki; 14 - Srednjebanatski; 15 - Raski; 16 - Borski; 17 - JuZnobanatski; 18 - Pirotski; 19 -
Severnobanatski.

Ukupno, od svih uzoraka u kojima su bilve prisutne (oo)ciste, najvise ih je bilo u Mac¢vanskom i
Sremskom okrugu, 37,5% (9/24), dok je u Sumadijskom i Pomoravskom okrugu taj udeo iznosio
20,8% (5/24).

Utvrdeno je da je najviSe uzoraka po pojedinom okrugu koji nisu bili kontaminirani (oo)cistama
bilo na teritoriji grada Beograda (Cetiri od pet), na rekama Kolubari i Savi, svi locirani ruralno ili
periurbano, uzvodno od samog grada. U centralnoj Srbiji, najveéi broj uzoraka koji nisu bili
kontaminirani poticao je iz vodozahvata iz kojih se crpi voda koja se Kkoristi za vodosnabdevanje
lokalnog stanovniStva. U vodi uzorkovanoj iz vodozahvata u neposrednoj blizini gradova UZica i
Kru$evca (uzorci br. 32 i 33), nisu detektovane (oo)ciste. Vodozahvat Mosna je takode bio negativan
iako nije u upotrebi ve¢ nekoliko godina i uglavnom se koristi za snabdevanje Donjeg Milanovca
tehnickom vodom, ali je i popularno mesto medu sportskim ribolovcima.

4.3.2. Detekcija protozoa IFA metodom

Rezultati IFA testa pokazali su da je u 14 uzoraka (29,2%, 14/48) detektovano prisustvo cista G.
intestinalis, dok su u pet uzoraka (10,4%, 5/48) detektovane oociste Cryptosporidium spp., a u tri
uzorka (6,25%, 3/48), ciste i oociste obe vrste (Tabela 4.1). Na prikazanom reprezentativnom primeru
preparata (Slika 4.4) nalaze se jedna cista G. intestinalis i nekoliko puta manja oocista
Cryptosporidium spp. Pored ova dva parazita na preparatu se joS mogu zapaziti i artefakti poreklom
iz uzorka vode, koji fluoresciraju.
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Sto se prostorne distribucije nalaza protozoa IFA metodom ti¢e, na mapi se moZe primetiti
grupisanje tj. lokalno povecano prisustvo oocista i cista parazita na dva mesta (u zapadnoj Srbiji na
Drini i Savi sa pritokama, i u centralnoj Srbiji na Velikoj Moravi sa pritokama), dok su u nekim
delovima zemlje G. intestinalis i Cryptosporidium spp. predstavljale sporadi¢an nalaz (Slika 4.5)

Cryptosporidium

Giardia

Slika 4.4. Mikrosopski preparat uzorka obojen IFA tehnikom (reprezentativni primer).

U slivu Velike Morave u etiri uzorka (8,3%, 4/48) detektovana je G. intestinalis dok su u jednom
uzorku (2,1%, 1/48) iz Lepenice, leve pritoke Velike Morave, bile prisutne ciste i oociste obe vrste.
Na severozapadu zemlje, u Mac¢vanskom i Sremskom okrugu, ciste i oociste su detektovane u devet
uzoraka (18,75%, 9/48) od kojih su u Cetiri (8,3%, 4/48) bile prisutne ciste G. intestinalis, u takode
Cetiri (8,3%, 4/48) oociste Cryptosporidium spp., dok je jedan uzorak (2,1%, 1/48) iz reke Save
sadrzao ciste 1 oociste obe vrste.

Izolovani nalazi Cryptosporidium spp. i G. intestinalis zabeleZeni su u svim krajevima Srbije. U
Vojvodini su ciste G. intestinalis detektovane u Cetiri uzorka (8,3%, 4/48) od kojih tri (6,25%, 3/48)
sa Dunava i jedan (2,1%, 1/48) iz Tise. U jednom uzorku (2,1%, 1/48) iz reke Pek detektovane su
oociste Cryptosporidium spp. dok su na jugu zemlje tj. u Nisavi detektovane ciste G. intestinalis,
takode u jednom uzorku (2,1%, 1/48).

Tabela 4.1. Rezultati detekcije (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. IFA testom

Broj uzorka ﬁ;)ek(;?i;i}?ki G. intestinalis | Cryptosporidium spp.
1 Sabac - +
2 Sabac + +
3 Ostruznica - -
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4 Zemun

5 Vinca

6 Smederevo

7 Ribare

8 Lapovo

9 Ljubicevski
most

10 Kusice

11 Bratinac

12 Bagrdan

13 Badovinci

14 Bajina Basta

15 Batrovci

16 Lesnica

17 Lesnica

18 Jarak

19 Jamena

20 Markovac

21 Laniste

22 Kaliste

23 Usce

24 Brgule

2 .

26 Kragujevac

27 Visnji¢evo

28 Mrdenovac

29 Tekija

30 Mislodin

31 Mosna

32 Uzice

33 Krusevac

34 Novi Becej

35 Bezdan
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36 Backi Breg

37 Titel

38 Novi Sad

39 Vrbica

4 Cradih

41 Bac

42 !?ark prirod_e )

Stara planina

43 Nis

44 Stala¢

45 Zrenjanin

16 Vrnj_aéka
Banja

47 Mionica

48 Beograd (Ada)
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Slika 4.5. Nalaz protozoa IFA metodom. Zeleni krugovi predstavljaju lokacije sa negativnim uzorcima. Zutim krugovima su predstavljene lokacije gde je detektovana Giardia intestinalis, a
crvenim lokacije sa Cryptosporidium spp. NarandZastim krugovima predstavljene su lokacije gde su detektovana oba parazita.







4.3.3. Detekcija gDNK protozoa PCR metodom

Svi uzorci testirani su PCR metodom bez obzira da li su rezultati IFA testa bili pozitivni ili
negativni. S obzirom nato da za detekciju T. gondii u vodi ne postoji komercijalni Kit, uzorci su nakon
koncentrisanja ekstrahovani i testirani na prisustvo gDNK T. gondii.

4.3.3.1. PCR detekcija G. intestinalis u uzorcima vode

Detekcija gDNK G. intestinalis vrSena je amplifikacijom B-giardin gena. Pozitivnim su se
smatrali uzorci koji su nakon prvog koraka PCR reakcije dali fragment duzine 753 bp, a nakon drugog
511 bp.

U osam uzoraka detektovana je gDNK G. intestinalis (Tabela 4.2). Poredenje ovih rezultata sa
detekcijom cista G. intestinalis IFA testom koji je bio pozitivan u ukupno 17 slucajeva pokazalo je
da nije bilo lazno pozitivnih ni lazno negativnih rezultata dobijenih IFA metodom, tj. u svim uzorcima
u kojima je detektovana gDNK detektovane su i ciste IFA testom, dok u uzorcima u kojima nisu bile
prisutne ciste nije detektovana ni gDNK G. intestinalis.

Tabela 4.2. Lokacije uzoraka u kojima je detektovana gDNK G. intestinalis

Broj Geografski G. intestinalis
uzorka lokalitet (B-giardin)
4 Zemun +
6 Smederevo +
8 Lapovo +
12 Bagrdan +
13 Badovinci +
16 LeSnica +
17 LeSnica +
19 Jamena +

Najveci broj lokacija gde je detektovana gDNK G. intestinalis pripadao je slivu reke Save
(ukupno cetiri) kao i slivu Velike Morave (tri), dok je jedna bila na Dunavu.

4.3.3.2. Standardizacija PCR metode za detekciju Cryptosporidium spp. u uzorcima vode
Ni jedan od Cetiri gena koris¢enih za detekciju Cryptosporidium spp. nije uspesno amplifikovan

ni u jednom od 48 uzoraka, i to u dva navrata. Da bi se iskljuc¢ila mala koli¢ina gDNK kao potencijalni
razlog neuspele amplifikacije u prvobitnoj reakciji, izvrSena je koncentracija gDNK u svim uzorcima
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pre naredne PCR reakcije, pri ¢emu nije doSlo do promene rezultata. Medutim, kako je i bilo
ocekivano, sva Cetiri gena bila su uspeSno amplifikovana kada je koriS¢ena pozitivna kontrola,
odnosno gDNK C. parvum. Duzina fragmenata dobijenih u PCR reakciji sa pozitivnom kontrolom za
svaki gen bila je drugacija (Tabela 4.3; Slika 4.6). Pozitivna kontrola za sekvencu SSU rRNK nije
pokazana na Slici 4.6, jer je nakon uspesnih amplifikacija na pocetku eksperimenata vremenom
potpuno izgubila sposobnost umnozavanja, te su u daljem istrazivanju kao pozitivne kontrole
koriS¢ene preostale tri sekvence.

Tabela 4.3. Target geni koris¢eni u PCR reakcijama za detekciju Cryptosporidium spp. i duzina dobijenih

fragmenata
Target geni Duzina fragmenta 1. korak | DuZina fragmenta 2. korak
SSU rRNK 1325 bp 826-864 bp
Trap-C2 369 bp 266 bp
COWP 550 bp /
HSP-70 448 bp 325 bp

HSP-70

Trap-C2

Slika 4.6. Agarozni gel sa pozitivnim kontrolama za tri od Cetiri ciljana gena
Cryptosporidium spp.
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4.3.3.3. PCR detekcija T. gondii u uzorcima vode

Kao §to je ve¢ pomenuto, komercijalni kitovi jo§ uvek nisu prisutni na trzistu tako da je T. gondii
detektovana u prethodno koncentrisanim uzorcima vode, preostalim nakon zavrSetka IMS procedure.
Iz tako pripremljenog uzorka dalje je radena ekstrakcija, i zatim detekcija gDNK T. gondii PCR
metodom. Pozitivnim uzorcima smatrali su se samo uzorci u kojima su detektovani amplikoni sva tri
testirana gena. U sedam uzoraka detektovana je sekvenca poreklom iz 529 bp repetitivnog elementa,
u Sest su detektovani amplikoni poreklom iz sekvence SAG2 gena (Slika 4.7) dok su u ¢etiri uzorka

detektovane sekvence poreklom iz sva tri gena (Tabela 4.4).

Slika 4.7. Agarozni gel sa pozitivnim uzorcima na T. gondii. 100 bp - ladder sa referentnom trakom

SAG2
(242bp)

GRAG6
(344bp)

na 500 bp; Sest pozitivnih uzoraka na gen SAG2; Cetiri pozitivna uzorka na gen GRA6

Tabela 4.4. Lokacije uzoraka u kojima su detektovane sve tri ciljane sekvence
u genomu T. gondii

T. gondii
Broj uzorka Geografski lokalitet 529bp SAG2 GRA6
4 Zemun + + *
13 Badovinci + + *
14 Bajina Basta + + *
25 Petrovac na Mlavi + + *

Dva pozitivna uzorka detektovana su na reci Drini, jedan na Dunavu u Zemunu, dok je ¢etvrti

pozitivan uzorak prikupljen iz reke Mlave kod Petrovca na Mlavi (Slika 4.8)
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Slika 4.8. Nalaz protozoa PCR metodom. Predstavljeni su uzorci pozitivni na parazite Toxoplasma gondii 1 Giardia intestinalis, sa naznafenim rednim brojem uzorka. Crveni krugovi
predstavljaju uzorke pozitivne na 7. gondii, Zuti krugovi uzorke u kojima je detektovana G. intestinalis, dok su narandZastim krugovima obeleZeni uzorci koji su sadrZali gDNK oba parazita.






4.3.4. PCR-RFLP tipizacija asemblaZa G. intestinalis

Od ukupno osam uzoraka u kojima je bio amplifikovan B-giardin gen, tipizacija asemblaza bila
je uspesna u tri (Slika 4.9); detektovane su samo asemblaze A i B, dok asemblaza E, tipi¢na za goveda,
nije ustanovljena ni u jednom ispitivanom uzorku.

Slika 4.9. RFLP tipizacija asemblaza Giardia intestinalis. 100 bp - ladder sa referentnom trakom na 500
bp; Pozitivne kontrole - gDNK asemblaza A, E, B [dobijene od EURLP (Dr. M. Lalle, European Union
Reference Laboratory for Parasites)]; Uzorci A, B, B - uzorci iz kojih je tipizacija asemblaza bila uspesna

U uzorku prikupljenom iz reke Lepenice (Lapovo) detektovana je G. intestinalis asemblaze A,
dok je u preostala dva uzorka prikupljena iz Velike Morave kod Bagrdana kao i iz LeSnice
detektovana G. intestinalis asemblaze B (Slika 4.10).
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Slika 4.10. Mapa sa lokacijama osam uzoraka pozitivnih na gDNK G intestinalis, sanaznatenim asemblaZama utvrdenim za tri uzorka, &ije su lokacije prema dezignaciji asemblaZe na mapi
obeleZene slovima A1 B.






4.4. Analiza uticaja najznacajnijih hidromorfoloskih parametara povrsinskih voda na
nalaz protozoa

Podaci o ispitivanjima kvaliteta povrSinskih voda preuzeti su iz izveStaja SEPA za 2018. 1 2019.
godinu, dok je jedan deo podataka o hidromorfoloskom kvalitetu voda preuzet iz Hidroloskih
godiSnjaka Republi¢kog hidrometeoroloskog zavoda (RHMZS) za pomenute godine. Pregled svih
poznatih podataka za lokacije na kojima je vrSeno uzorkovanje dat je u Tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Pregled fizickih, hemijskih i bioloskih parametara kvaliteta vode sa lokacija gde je vrSeno uzorkovanje, kao i godisnje doba uzorkovanja, u
odnosu na nalaz protozoa

_ Biolov§l§a HemiJ;slga Ukupni_ _ o Kategorija Godisnje
Broj Geografski Proticaj | Mutnoca Ra_stvor_enl potrosnja | potrosnja orggns_kl Ulfupm . Nutruen_tl kvaliteta doba Prisustvo
uzorka lokalitet pH m/s NTU Kiseonik kiseonika | kiseonika | ugljenik | koliformi (ukupni vodnog ) rotoz0a*
(02) mg/L | (BPK-5) | (HPKwn) | (TOC) | n/100 mL azot) tela uzorkovanja | P
mg/L mg/L mg/L (SEPA)
1 Sabac 8,1 / 21,5 10,97 2 55 2,4 387 2 I-IV | Jesen/Zima 1
2 Sabac 8,1 / 21,5 10,97 2 55 2,4 387 2 I-IV | Jesen/Zima 1
3 Ostruznica 8,15 / 10,6 11,79 1,6 2,9 4,5 2.600 2 I-IV | Jesen/Zima 0
4 Zemun 8,17 / 11,6 11,8 2,9 53 5,6 65.700 3 -1V | Jesen/Zima 1
5 Vinéa / / / / / / / / / -1V | Jesen/Zima 0
6 Smederevo 8,13 3180 7,32 11,3 3 5,5 3,6 9.850 2 -1V | Jesen/Zima 1
7 Ribare 8,12 0,36 8,12 10,09 3 5,4 7,6 / / I-IV | Jesen/Zima 0
8 Lapovo 8,04 1,41 26,2 2 / 17,6 20,2 / / I-1IV | Jesen/Zima 1
9 #]J;‘;‘ée“kl 8,18 79,9 7,24 12,47 2.1 37 48 5.500 3 IV | Jesen/Zima 0
10 Kusice 8,43 1,7 4,64 12,4 2 3,7 3,6 5.290 3 -1V Jesen/Zima 1
11 Bratinac 8,1 / 6,72 11,47 2 3,7 3,9 / 3 I-1IV | Jesen/Zima 0
12 Bagrdan 8,1 89,7 5,27 12,23 1,9 3,6 5,6 / 3 I-IV | Jesen/Zima 1
13 Badovinci 8,1 / 14,7 11,87 1,4 2,5 3,7 1.986 3 I-IV | Jesen/Zima 1
14 Bajina Basta 8,06 233 3,74 11,97 0,9 1,6 3,4 / 3 I-IV | Jesen/Zima 1
15 Batrovci 7,58 / 19,9 / / 30,2 19,6 24.000 3 V | Jesen/Zima 1
16 LeSnica 7,82 27,6 66 11,69 1,3 2,3 1,3 / 3 I-IV | Jesen/Zima 1
17 LeSnica 7,84 0,36 6,74 11,66 1,8 33 5,6 26.000 3 I-IV | Jesen/Zima 1
18 Jarak 8,01 / 55,1 2,6 / 44,3 37,1 | 1.210.000 5 /| Jesen/Zima 1
19 Jamena 8,07 1740 49,8 11,58 2,2 34 2,6 1.553 3 I-IV |  Jesen/Zima 1
20 Markovac 8,17 0,57 9,93 8,76 5,6 10,2 5,8 2.100 3 /| Jesen/Zima 1
21 Laniste 7,77 0,52 22,7 1 / 9,1 12,7 / 5 /| Jesen/Zima 1
22 Kaliste 8,06 0,51 243 11,84 3,6 6,6 8,2 18.950 3 /| Jesen/Zima 0
23 Usce 8,1 15 47,2 12,09 3,1 7,9 3,2 1.550 2 I-IV |  Jesen/Zima 0
24 Brgule 7,76 2,2 10,9 9,02 1,7 3 3,9 3.150 5 I-IV | Jesen/Zima 0
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o5 F'\’/(lalt;\(i;/ac na 7,73 / 5,09 11,62 51 9,2 9,1 14.400 3 I-1v Jesen/Zima 1
26 Kragujevac 8,13 0,301 37,3 0,5 / 31 25 24.000 5 !/ | Proleée/Leto 1
27 Visnjicevo 7,86 / 14 4,48 / 19,8 19,2 260 5 !/ | Proleée/Leto 1
28 Mrdenovac 7,73 0,409 16,8 10,9 6,7 10,2 8.8 1.400 3 /| Proleée/Leto 0
29 Tekija 7,81 / 9,07 9,26 2,2 3,8 2,4 1.710 3 -1V | Proleée/Leto 0
30 Mislodin 7,97 / 17,6 7,44 2,8 3,5 4,1 500 3 I-1V | Proleée/Leto 0
31 Mosna 8,43 / 3,06 11,3 2 3.1 3,5 1.730 3 I-1V | Proleée/Leto 0
32 Uzice / / / / / / / / / I Jesen/Zima 0
33 Krusevac / / / / / / / / / I Jesen/Zima 0
34 Novi Becej 7,82 / 3,21 8,3 2 3,6 9,7 1.100 2 -1V | Jesen/Zima 0
35 Bezdan 7,89 1590 26,3 11,5 1 3,4 3,5 2.800 3 I-1IV | Jesen/Zima 1
36 Backi Breg 8,37 / 3,69 13,4 2 11,3 11,7 500 3 -1V | Jesen/Zima 0
37 Titel 8 / 11,9 11 1 3 4,7 900 3 -1V | Jesen/Zima 1
38 Novi Sad 8,15 2060 15,5 11,7 2,8 3,7 4,6 2.900 3 -1V | Jesen/Zima 0
39 Vrbica 8 / 4,85 8,5 1 6 10,2 300 2 -1V | Jesen/Zima 0
40 Baékf)v 8,3 / 4,42 12,9 3,9 51 7,4 300 3 "n-1v Jesen/Zima 0
Gradiste
41 Ba¢ 7,79 / 12,1 10 6,5 7,8 10,01 1.800 3 H-IV | Jesen/Zima 0
Park prirode / / / / / / / / /
42 "Stara Proleée/Leto 0
planina"
44 Stalaé / 21,2 / / / / / / / -1V Proleée/Leto 1
45 Zrenjanin / / / / / / / / / || Prole¢e/Leto 0
6 Vrn_Jac‘:ka / / / / / / / / / / Prolece/Leto 0
banja
47 Mionica / / / / / / / / / !/ | Proleée/Leto 1
48 Beograd / / / / / / / / / -1V Prolec¢e/Leto 0

* 1 - pozitivan nalaz; 0 - negativan nalaz
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Na osnovu datih vrednosti fizickih i hemijskih parametara, SEPA odreduje indeks kvaliteta voda,
kojim se, po opadaju¢em nizu, vode svrstavaju u kategorije 1-V, odnosno u vode odli¢nog, veoma
dobrog, dobrog, loseg i veoma loSeg kvaliteta.

Analizom svih posmatranih parametara, ukljué¢ujuci i indeks kvaliteta vode kao i godi$nje doba
uzorkovanja, pokazano je da nijedan od ovih faktora nije imao uticaja na prisustvo protozoa u vodi
(Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Vrednosti statisticke znacajnosti eventualnog uticaja ispitivanih parametara na
nalaz protozoa u vodi, dobijene kao rezultat y? testa.

Parametri P
pH 1,000
Proticaj m®/s 0,988
Mutnoc¢a NTU 0,268
Rastvoreni kiseonik (O2) mg/L 0,486
Bioloska potrosnja kiseonika (BPK-5) mg/L 1,000
Hemijska potrosnja kiseonika (HPKmn) mg/L 0,496
Ukupni organski ugljenik (TOC) mg/L 0,099
Ukupni koliformi n/100 mL 1,000
Nutrijenti (ukupni azot) 0,163
Kategorija kvaliteta vodnog tela (SEPA) 0,465
Godisnje doba uzorkovanja 0,330
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5. Diskusija

Predmet istrazivanja ove disertacije bile su parazitske protozoe G. intestinalis, Cryptosporidium
spp. i T. gondii i njihovo prisustvo u vodama Srbije. Ova tri organizma odabrana su za istraZivanje
jer su dokazani uzroc¢nici hidri¢nih epidemija, izmedu ostalog zbog otpornosti na ambijentalne uslove
u akvati¢nim ekosistemima i dugu vijabilnost, visoku transmisibilnost i1 Sirok spektar potencijalnih
domacina (sve tri vrste su zoonotske). U okviru istrazivanja obradeno je 48 uzoraka vode sa razli¢itih
lokacija te je pokriven veci deo teritorije drzave. Prikupljanje uzoraka odvijalo se po protokolima i
planovima uzorkovanja Agencije za zastitu zivotne sredine (SEPA). Sva vodna tela iz kojih je vrSeno
prikupljanje vode, programom mera SEPA oznacéena su kao vodna tela od znacaja, bez obzira na to
da li je u pitanju geopoliticki (blizina granice) ili sanitarno-higijenski znacaj (zdravlje ljudi, zZivotinja).

Rezultati su pokazali da postoji kontaminacija vodotokova i stajaéih voda u Srbiji ovim
protozoama. Od ukupnog broja uzoraka, protozoe tj. njihove (oo)ciste ili gDNK detektovane su u
50% uzoraka. Povrsinske vode i vode za rekreaciju poput reka i jezera (prirodnih i vestackih), jesu
najc¢eS¢e kontaminirane jer su i najizloZenije kontaminaciji u poredenju sa podzemnim vodama. U
svetu, stepen kontaminacije povrSinskih voda cistama G. intestinalis iznosi od 12% pa do 100% ali u
vecini slucajeva, istrazivanja su pokazala da je kontaminiranost veca od 50% (Robertson & Gjerde,
2001; Boarato-David et al., 2017; Cirkovi¢ et al., 2020). U rekama iz svih velikih slivova sa teritorije
Srbije (Dunav, Drina, Sava i Velika Morava — ukupno cetiri) detektovan je barem jedan pozitivan
uzorak. U sedam okruga nije detektovano prisustvo protozoa u vodotokovima na njihovoj teritoriji.
To se posebno odnosi na teritorije koje imaju zasti¢ena podruéja, kao $to su npr. Park prirode ,,Golija”
u zapadnoj, ili Park prirode ,,Stara Planina” u isto¢noj Srbiji, kao i oblasti u blizini drzavne granice
sa Rumunijom, gde se i na naSoj, i na teritoriji susedne zemlje, u blizini nalaze oblasti sa najvisim
stepenom zastite, proglasene Nacionalnim parkovima. Takode, vazno je ista¢i da ni u jednom od
ispitivanih vodozahvata koji se koriste za snabdevanje stanovnista vodom nije detektovano prisustvo
protozoa. Ovaj podatak moze da ukaze na to da je zona sanitarne zastite izvorista adekvatna te da
nema potencijalnih propusta koji bi mogli da izazovu promenu sastava vode ili unosenje patogenih
organizama u istu.

U periodu od 2011. do 2020. godine, u svetu je zabeleZzeno ukupno 630 hidri¢nih epidemija
(Efstratiou et al., 2017a; Ma et al., 2022). Ovaj broj, mada veliki, verovatno nije konac¢an, i moze se
ocekivati da je znacajno veéi. Naime, moze se pretpostaviti da je znatan broj hidri¢nih epidemija
ostao neotkriven usled nepostojanja/nedostupnosti ili primene neadekvatne metodologije za detekciju
protozoa u vodi, nedovoljno brze reakcije odgovornih institucija, stru¢nih propusta i drugog. Vecina
gore pomenutih epidemija bila je posledica kontaminacije vode protozoama G. intestinalis i
Cryptosporidium spp., dok je manji broj bio izazvan vrstama T. gondii, Cylospora cayetensis i
drugim. Dominacija G. intestinalis i Cryptosporidium spp. u zvani¢nim izvestajima i/ili radovima kao
uzro¢nika moze se objasniti ¢injenicom da je za detekciju ova dva parazita US EPA propisala
metodologiju za detekciju u vodi koja je u upotrebi ve¢ preko 15 godina (US EPA, 2012). lako ova
metodologija zahteva specifi¢nu opremu, daleko je dostupnija od drugih metodologija koje se koriste
za detekciju ostalih vrsta parazita, pri ¢emu za neke uzro¢nike i dalje ne postoji konsenzus naucne
zajednice koja je metoda najbolja. Od ukupnog broja poznatih epidemija nesto manje od 15% je
prijavljeno u Evropi, dok je ostatak detektovan u SAD i na Novom Zelandu (Ma et al., 2022). Sve
hidri¢ne epidemije Sa evropskog kontinenta detektovane su u drzavama na severu (Efstratiou et al,
2017a). Ovi podaci mogu da ukazu na to da pracenje i prijava hidri¢nih epidemija u ostalim delovima
Evrope i sveta ili ne postoje ili su neadekvatni, tako da veéina prode neopazeno. Mogucnost da se
hidriéne epidemije uopste ne javljaju u drugim zemljama je mala, zbog ubikvitarnosti parazitskih
protozoa u razli¢itim ekosistemima; medutim verovatno objasnjenje za neprijavljivanje odnosno
neotkrivanje hidri¢nih epidemija u nerazvijenim zemljama ili zemljama u razvoju jeste nedostatak
metodologije za detekciju, a ukoliko metodologija postoji, neadekvatan monitoring. Osim toga,
podaci pokazuju da je uticaj klime i temperature na vijabilnost i infektivnost (oo)cista parazita mnogo
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veca nego §to se mislilo, te da vijabilnost brze opada pri vis$im temperaturama i da zato ne mogu da
izazovu infekciju (Fayer, 1994; King et al., 2005).

U Srbiji nije dokazana uloga vode u nastanku oboljenja tj. hidri¢nih epidemija izazvanih
ispitivanim protozoama, mada se beleze podaci o samom pojavljivanju oboljenja, posebno dardijaze,
a postoje i podaci iz nekoliko studija, prikazanih u narednom tekstu, o detekciji infekcije ovim
protozoama kod ljudi i Zivotinja.

lako bolesti uzrokovane ispitivanim protozoama podlezu sprovodenju epidemioloskog nadzora
(prema Zakonu o zastiti stanovniStva od zaraznih bolesti, ,,SI. glasnik RS*, br. 15/2016, 68/2020 i
136/2020), on je samo pasivan, tj. prikupljaju se podaci o incidenciji i prevalenciji, bez aktivnog
pracenja tj. sprovodenja pravih epidemioloskih studija. Prema podacima Instituta za javno zdravlje
,Milan Jovanovi¢ Batut®, broj sluc¢ajeva lamblijaze (dardioze) kod ljudi razlikuje se od godine do
godine. U periodu od 2015. do 2019. godine u Srbiji je registrovano ukupno 370 slucajeva dardioze,
s tim §to je najveci broj obolelih ljudi bio 2017. godine (n = 91) a najmanji 2018. godine (n = 69).
Dardioza je prijavljena u ukupno 11 okruga, s tim $to su najveca incidencija i broj obolelih utvrdeni
u Mac¢vanskom okrugu 2018. i 2019. godine (Jovanovi¢, 2021). Interesantno je da je u ovom
istrazivanju pokazano da su u uzorcima vode iz Mac¢vanskog ali i Sremskog okruga detektovane ciste
G. intestinalis, te postoji osnovana sumnja da je nekolicina hidri¢nih epidemija koje su se desile u
proslosti mozda bila izazvana ovom protozoom. Uz podatke IZJZ ,,Batut®, postoje i istorijski podaci
o prevalenciji G. intestinalis kod skolske dece razli¢itih starosnih kategorija u Srbiji. Istrazivanje je
radeno pre vise od 15 godina 1 tom prilikom je bilo obuhvaceno 5440 dece sa mestom prebivalista u
centralnoj Srbiji kao i na teritoriji grada Beograda. Ukupna prevalencija je iznosila 6,8% kod dece iz
centralne Srbije, odnosno kretala se od 5,1% do 8% tokom perioda od tri godine kod dece sa
prebivaliStem na teritoriji grada Beograda (Nikoli¢ et al., 2004). Zatim, kontinuirana evidencija i
analiza rezultata koproloskih parazitoloskih ispitivanja (u sklopu obaveznih sanitarnih pregleda) u
1ZJZ Nis, pokazala je pad prevalencije dardioze kod odrasle asimptomatske populacije u Nisavskom
okrugu sa 0,43 na 0,06% u periodu od 2002. do 2014. godine (Miladinovi¢ Tasi¢, 2006; Miladinovi¢
Tasi¢ et al., 2008; 2010; 2017). U istom okrugu, kod pacijenata sa simptomima dijareje, prevalencija
dardioze bila je 4% kod dece do 14 godina starosti, a ¢ak 10% kod odraslih (Miladinovi¢ Tasi¢, 2006;
Miladinovi¢ Tasic et al., 2008). Istrazivanje o prevalenciji G. intestinalis kod pasa i macaka u Srbiji
uradeno je 2002. godine i tom prilikom obuhvaceno je 248 jedinki (167 pasa i 81 macka). Rezultati
su pokazali da je prevalencija bila najvisa kod pasa lutalica (18,7%) kao i pasa sa farmi (36,4%) dok
su vlasnicki psi imali znacajno nizu prevalenciju (7,4%). Takode, prevalencija kod kuénih macaka
bila je visa u poredenju sa prevalencijom kod vlasni¢kih pasa i iznosila je 22,2% (Nikoli¢ et al., 2002).

Prvi registrovani slucaj kriptosporidioze u Srbiji kod imunokompetentnih osoba dogodio se 2010.
godine pri ¢emu je obolela troc¢lana porodica. Iako je Cryptosporidium spp. laboratorijski potvrden u
uzorcima stolice obolelih, genotipizacija nije uradena iz tehnic¢kih razloga, a uprkos epidemioloskoj
anketi, autori ipak nisu mogli sa sigurno$¢u da identifikuju izvor infekcije (Gvozdenovi¢ et al., 2012).
Nije iskljuceno ni hidri¢no poreklo ove male porodi¢ne epidemije, s obzirom na to da je voda odli¢an
medijum za prenos oocista ovog parazita, koje su veoma otporne u spoljasnjoj sredini.

Prevalencija T. gondii kod ljudi u Srbiji poslednjih nekoliko decenija je u opadanju; krajem 1988.
kod Zena generativne dobi zabelezeno je ¢ak 86% pozitivnih od ukupnog broja obradenih uzoraka,
da bi 1997. godine taj broj opao na 39% (Bobi¢ et al., 2003), a 2007. na 31% (Bobi¢ et al., 2011).
Prema najnovijim podacima prevalencija T. gondii u zdravoj populaciji oba pola iznosi 20,5% (Stopic¢
etal., 2022).

Moguce je da je za jedan broj ovih infekcija izvor bila voda kontaminirana oocistama T. gondii.
Smatra se da je u Evropi oko 43% populacije vlasni¢kih macaka seropozitivno na toksoplazmu, dok
je taj broj u populaciji divljih macaka visi i iznosi 67% (Montazeri et al. 2017). lako je period
eliminacije oocista nakon infekcije macaka kratak, istrazivanja su pokazala da se oociste izlucuju u
spoljasnju sredinu u visSemilionskom broju, te je potencijal za kontaminaciju zemljista ogroman (Hill
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& Dubey, 2002). Posto je poznato da oociste T. gondii mogu da ostanu vijabilne u zemljistu i vodi
duZe od godinu dana, nije neocekivano da isto tako mogu da izazovu hidri¢ne epidemije (Shapiro et
al. 2019). Kao sto je pomenuto, podaci za Srbiju ukazuju na to da postoji trend opadanja prevalencije
infekcije parazitom T. gondii kod ljudi. Medutim, izvor infekcije u veéini slucajeva nije poznat. U
poslednjih nekoliko godina radi se na razvijanju testova koji bi mogli da utvrde koji je razvojni oblik
- oocista (sporozoiti), ili tkivna cista (bradizoiti) - T. gondii doveo do infekcije domacina, posto bi se
na ovaj na¢in moglo proceniti koliki je relativni znac¢aj oocista (koje se potencijalno prenose i vodom)
za nastanak infekcije.

Istrazivanje sprovedeno u okviru ove doktorske disertacije prvo je istrazivanje koje se bavilo
detekcijom protozoa u povrSinskim vodama u Srbiji. Ispitivanja bioloskih, mikrobioloskih (tj.
bakterioloskih), fizickih i hemijskih parametara za ocenu ekoloske ispravnosti vode sprovode se
svakodnevno, odnosno nedeljno ili mesecno, u zavisnosti od lokaliteta na kome se vr$i uzorkovanje.
Ova ispitivanja su od velike vaznosti ne samo za zdravlje stanovni$tva, ve¢ i kao bitan pokazatelj
stepena zagadenosti vodotokova u Srbiji. Medutim, iako je metodologija za detekciju protozoa u vodi
razvijena i standardizovana, a reagensi i oprema komercijalno dostupni, u Srbiji nije u rutinskoj
upotrebi, za razliku od pojedinih zemalja u Evropi (ISO 15553, 2006; Kifleyohannes & Robertson,
2020). Istrazivanja koja su vrSena u proteklih 15 godina u evropskim drzavama pokazala su znacajan
stepen kontaminacije povrsinskih voda, kao i vode koja napusta kanalizacione kolektore i ulazi u
vodotokove, cistama G. intestinalis i oocistama Cryptosporidium spp. (Ongerth etal., 2018). U Srbiji
se oko 58% kanalizacionih otpadnih voda skuplja sistemima za kanalisanje, od kojih se skoro 4/5
(79%) ispusta u spoljasnju sredinu bez prethodnog precis¢avanja (Veljkovic et al., 2018). Ukupno se
samo 12% otpadnih voda preciscava, i to tako da se oko 1,3% precisc¢ava primarno, ili mehanicki,
odnosno uklanjanjem samo ¢vrstih suspendovanih ili plutajucih Cestica, dok se za 8,7% vrsi
sekundarno ili biolosko prec¢is¢avanje, u koje spada aerobno ili anaerobno razlaganje organskih
materija (Veljkovi¢ et al.,, 2018). Najzad, svega 1,9% otpadnih voda podleze tercijarnom
pre¢iS¢avanju, ¢ime se postize uklanjanje zagadenja azotom i fosforom, i to u kanalizacionom
sistemima na koje su prikljuceni gradani Subotice. Izneti podaci su prilicno zabrinjavajuéi kada se
uzme u obzir da je kanalizaciona mreza severne i sredisnje Evrope, koja pokriva vise od 77%
stanovniStva povezana Sa tercijarnim sistemom za preciS¢avanje otpadnih voda (Veljkovi¢ et al.,
2018). Visestepeno prec¢iS¢avanje spre¢ava da velike koli¢ine organskih i neorganskih jedinjenja
dospeju u vodotokove i tako poremete ravnotezu vodenih ekosistema. S obzirom na ¢injenicu da
vecina otpadnih voda u Srbiji direktno (ispustanjem kanalizacije) ili indirektno (spiranjem zemljista)
dospeva u povrsinske vode a verovatno i u podzemne, nalaz (oo)cista parazita u 50% ovde ispitanih
uzoraka nije iznenadujudi.

Kako bi obezbedila ispravnu vodu za ljudsku upotrebu, EPA u SAD je na osnovu zakona o
bezbednosti vode za piée procenila rizike po ljudsko zdravlje koje predstavlja voda za pice
kontaminirana raznim patogenim agensima, medu kojima su se naSli i G. intestinalis i
Cryptosporidium spp. Agencija je predlozila metodologiju koja ¢e se koristiti u detekciji navedenih
protozoa u povrsinskim vodama radi prevencije hidri¢nih epidemija (US EPA, 2012). Ova
metodologija pod registracionim brojem 1623, iako u upotrebi jo§ od 1996. godine, svoj finalni oblik
dobila je 2005. godine. U ovoj doktorskoj disertaciji, detekcija G. intestinalis i Cryptosporidium spp.
radena je po pomenutoj metodologiji, dok je detekcija T. gondii vrSena na drugi naéin iz tehnic¢kih
razloga.

Uprkos ¢injenici da je metodologija 1623 ,zlatni standard“ u detekciji G. intestinalis i
Cryptosporidium spp. u uzorcima vode razli¢itog porekla (pijaca, povrSinska, otpadna), ipak je
ograni¢ena jer turbiditet vode mozZe znacajno da utice na kvalitet rezultata. Ukoliko je u uzorku
prisutna veca koli¢ina rastvorenih organskih i neorganskih Cestica, pore na filteru se zapuse, Sto
zahteva zamenu filtera ukoliko ga nije moguce adekvatno isprati, ili pak ¢esto ispiranje, prilikom
kojeg moze do¢i do gubitka integriteta filtera i samim time, gubitka (oo)cista. Takode, prisustvo
raznih hemikalija i rastvorenih mineralnih soli moze prilikom IMS da uti¢e na proces vezivanja
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antitela za omotac (0o)ciste, dok povecano prisustvo metala u vodi moze da dovede do kompeticije
sa magnetnim Cesticama (Moss et al. 2014).

Uzorci vode koji su ispitani u ovom istrazivanju potekli su iz veoma heterogenih vodnih tela,
vecih i manjih reka, jezera, vodozahvata i irigacionih kanala, tako da se kvalitet i hemijski sastav
uzoraka veoma razlikovao. Uzorci potekli iz manjih reka i irigacionih kanala bili su veoma bogati
organskom materijom, sto je uslovilo da se filter tokom obrade uzorka ispira i po nekoliko puta zbog
ucestalog zapusavanja. S druge strane, staja¢e vode i kao i vece reke uglavnom su filtrirane bez ¢estog
ispiranja filtera.

Primenom razli¢itih indeksa zagadenja ustanovljeno je da veliki broj vodotokova u Srbiji
poseduje vrednosti teskih metala iznad dozvoljenih granica (Sakan et al., 2009). Takode, u sedimentu
reka Juzne i Zapadne Morave i Peka, utvrdeno je da najveci doprinos povecanoj koncentraciji ovih
zagadivaca iz antropogenih izvora (Sakan et al., 2009). Isti slu¢aj bio je i sa ve¢im rekama poput Save
i Tise gde su usled kontinuiranog izlivanja otpadnih voda iz industrijskih postrojenja kao i usled
akcidenata, vrednosti teskih metala u sedimentu znacajno iznad dozvoljenih granica (Sakan et al.,
2009).

S obzirom na iznete podatke o tome da hemijski sastav vode moze da utie na separaciju (oo)cista
pomocu IMS, mozda je potrebno prilagodavanje metodologije svakom uzorku posebno, iako bi to
produzilo proces detekcije. Konkretno u ovom istrazivanju svi uzorci vidno bogati organskom
materijom bili su filtrirani kroz gazu kako bi se uklonili partikulati. Sam hemijski sastav kao i koli¢ina
metala rastvorenih u vodi bili su nazalost nepoznati, tako da na taj aspekt nije moglo da se uti¢e tokom
analize. Tako da ako se pretpostavi da svi navedeni ometajuci faktori dovode do smanjenja osetljivosti
i specificnosti IMS, moze se ocekivati da je kontaminacija protozoama reka u Srbiji jo§ i veca od
zabeleZene.

Rezultati provere ispravnosti metodologije za koncentrisanje (oo)cista uradeni su pre pocetka
istrazivanja, odnosno pre obrade prvog uzorka, po protokolu koji je uspostavljen na Veterinarskom
fakultetu Univerziteta u Oslu. Sem provere ispravnosti metodologije, ovaj protokol se koristi da bi se
evaluirao uticaj bioloskog i hemijskog sastava uzorka vode na stepen uspesnosti detekcije (oo)cista.
U ove svrhe, tokom obuke kandidata na Univerzitetu u Oslu i pripreme za izradu ove disertacije,
uzorci pija¢e vode eksperimentalno su kontaminirani razli¢itim koli¢inama supstrata za biljke, a zatim
je u njih dodato po 100 inaktivisanih (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. iz komercijalno
dostupnog preparata. Uzorci su zatim vizuelno procenjeni i podeljeni na najvise, srednje i malo
zamucene. Dodatno je analiziran i uzorak pijaée vode kojem nije dodat supstrat i koji se zato
kvalifikuje kao nezamucen. Nakon koncentracije filtracijom, IMS, i zatim detekcije
imunofluerescencijom, pokazano je da je u najmanje zamuc¢enom uzorku uspes$no detektovano 73%
cista G. intestinalis i 63% oociste Cryptosporidium spp., u srednje zamuc¢enom uzorku 42% (oo)cista
G. intestinalis odn. Cryptosporidium spp., dok je u najmutnijem uzorku detektovano samo 8% cista
G. intestinalis i 7% oocista Cryptosporidium spp. Procenat efikasnosti detekcije (oo)cista u
najmutnijem uzorku ne zadovoljava kriterijume propisane u US EPA protokolu 1623, jer neophodna
vrednost za prolazni kvalitet nalaza iznosi 30% (US EPA, 2012). Rezultat nakon koncentrisanja
uzorka pijace vode koji se kvalifikuje kao nezamucen u nasem istrazivanju bio je 81% cista G.
intestinalis i 32% oociste Cryptosporidium spp., §to zadovoljava kriterijume propisane u protokolu
1623 (US EPA, 2012). Navedeni rezultati potvrdili su nalaze Feng et al. (2013) koji su ukazali na
obrnutu proporcionalnost mutnoce vode i uspesnosti izolacije/detekcije (oo)cista. Nesto nizi procenat
detekcije oocista Cryptosporidium spp. u nezamuc¢enom uzorku u odnosu na najmanje zamucen i
srednje zamucen uzorak moze se vrlo verovatno objasniti suptilnim razlikama tokom manuelnog
procesuiranja (ispiranja) filtera, $to ukazuje na to da kontrola kvaliteta mora biti integrisana u proces
analize uzoraka i da je neophodno da se vrsi u regularnim intervalima. | pored potencijalnih
ograni¢enja koja mogu smanjiti uspesnost detekcije IMS metodom, u istraZivanjima koja su €inila
sastavni deo ove disertacije metod se pokazao kao veoma adekvatan s obzirom na to da primena PCR
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metoda za detekciju G. intestinalis i Cryptosporidium spp. u istim uzorcima nije povecala broj
pozitivnih uzoraka.

Upotreba razli¢itih monoklonskih antitela specifi¢nih za omota¢ ciste G. intestinalis i oociste
Cryptosporidium spp. konjugovanih sa fluoroforama jeste rutinski nacin detekcije u dijagnosticke i u
eksperimentalne svrhe. Prednost ove tehnike jesu osetljivost i specifi¢nost koje daleko nadmasuju
detekciju zasnovanu na mikroskopiranju nativnih preparata ili preparata obojenih Lugolovim
rastvorom (Stibbs & Ongerth, 1986, Uiterwijk et al., 2018). S druge strane, standardizovane metode
detekcije oocista T. gondii u vodi, iako je bilo nekoliko pokusaja da se razviju, nazalost nisu dostupne,
ponajvise zbog nedostatka odgovaraju¢ih monoklonskih antitela (Harito et al., 2017a). Imajuéi ovo u
vidu, IFA metoda je u ovom istrazivanju koris¢ena iskljucivo za detekciju (oo)cista G. intestinalis i
Cryptosporidium spp. U ovom istrazivanju je za detekciju (oo)cista koris¢en komercijalni IFA kit
proizvodaca Cellabs (Crypto/Giardia CEL) Kkoji je jedini bio dostupan na nasem trzistu. Sem ovog,
postoje drugi komercijalni kitovi, a preporuka US EPA je da se koristi kit proizvodaca Waterborne
Inc. (Aqua-Glo) jer je metodologija standardizovana upravo pomoc¢u ovog kita. Imajuéi u vidu da
Aqua-Glo nije bio dostupan za poredenje, osetljivost i specificnost Crypto/Giardia CEL nije mogla
eksperimentalno da se proveri, iako proizvoda¢ u deklaraciji tvrdi da i specificnost i senzitivnost
iznose 100%.

Procena vijabilnosti (oo)cista G. intestinalis i Cryptosporidium spp. u ovom istraZivanju nije
radena. Reagensi koji se ¢esto upotrebljavaju za procenu vijabilnosti, kao $to je npr. 4°6-diamino-2-
phenylindol (DAPI) koji predstavlja interkalacionu boju sa afinitetom prema nukleinskim kiselinama,
zapravo nisu idealni jer se DAPI vezuje za nukleinske kiseline ¢ije prisustvo ili odsustvo unutar
(oo)cista nije nuzno vezano sa vijabilnost. Prisustvo nukleinskih kiselina unutar (oocista) je indicija
za intaktnost membrane jedra, Sto moZe biti indicija za vijabilnost, ali ne i sam dokaz vijabilnosti.
Sem DAPI, moguce je koristiti i Hoechst boju koja se takode vezuje za nukleinske kiseline, ali iz istih
razloga nije dokaz vijabilnosti. Bioloska metoda za dokazivanje vijabilnosti (0oo)cista parazita jeste
bioloski ogled koji se sprovodi na laboratorijskim Zivotinjama (Cesto laboratorijskim misevima) i koji
se i dalje smatra ,,zlatnim standardom*; s druge strane postoje i novije metode kao §to su in vitro
(kultura celija/tkiva), 1 molekularne metode (Rousseau et al., 2018). Procena vijabilnosti nije bila
predmet ovog istrazivanja jer je fokus bila detekcija prisustva (oo)cista, te se ne moze sa sigurnoscu
utvrditi da li postoji rizik po zdravlje ljudi i Zivotinja ili ne u podru¢jima u kojima su paraziti
detektovani. Imajuci u vidu da nije bilo ekstremnih temperaturnih oscilacija tokom prikupljanja
uzoraka, jer je prose¢na temperatura vode na lokacijama gde je vrSeno uzorkovanje iznosila 11 °C
tokom prole¢nih meseci, 21 °C tokom letnjih, dok je u jesenjem i zimskom periodu iznosila oko 5 °C,
a u sastavu vode nije bilo ni hemikalija koje bi mogle inaktivisati (oo)ciste, oCuvana vijabilnost se ne
moze iskljugiti (Robertson & Gjerde, 2007; Catovié, 2021). Procena vijabilnosti (oo)cista parazita bi
trebalo da ¢ini sastavni deo bududih istrazivanja. Ali, procena vijabilnosti upotrebom ,,zlatnog
standarda” u ovom slucaju nije preporucena jer iziskuje odredene tehnicke uslove i prostorne
kapacitete, a sem toga, imaju¢i u vidu heterogenost uzorka 1 mogucée prisustvo drugih
mikroorganizama koji mogu da inficiraju ogledne Zivotinje, procena vijabilnosti bi morala da se
zasniva isklju¢ivo na in vitro metodama.

Ekstrakcija nukleinskih kiselina nakon procedure IMS za G. intestinalis i Cryptosporidium spp.,
iz uzorka koji prakti¢no predstavlja pre¢isc¢ene (oo)ciste, ili iz uzorka koji je predstavljao talog nakon
filtracije (radi detekcije T. gondii), preduslov je za molekularnu detekciju (oo)cista ovih parazita u
uzorcima. Ekstrakcija je radena odgovaraju¢im komercijalnim kitom namenjenim za uzorke iz
spoljasnje sredine (DNeasy PowerSoilKit) i protokolom u kojem se kombinuje upotreba mehanicke
sile za destabilizaciju (oo)cista i enzimske digestije (Pearman et al., 2020). PCR amplifikacija
odgovarajucih sekvenci za detekciju (0o)cista sve tri vrste uradena je za sve uzorke, nezavisno od
rezultata detekcije putem IFA testa. Uzorci iz spoljasnje sredine iz kojih treba da se ekstrahuje eDNK
(environmental DNK) kao $to su zemljiste i voda, posebno su interesantni zbog slozenosti sastava i
male koli¢ine DNK ali i zbog moguéih inhibitora bilo endogene bilo egzogene prirode, odnosno
nastalin u ekosistemu ili dospelih u njega. Od endogenih inhibitora u vodi je prisutan hlorofil
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jednocelijskih algi kao i humicna kiselina, koja potic¢e iz zemljista. Humi¢na kiselina je prisutna u
velikoj kolic¢ini i deluje kao inhibitor na nekoliko razli¢itih nac¢ina: ometa polimerizaciju, vezuje se
za fluorofore i prajmere (Sutlovic et al., 2008; Albers et al., 2013; Sidstedt et al., 2020). Pored
inhibitora koji nastaju u ekosistemu problem prilikom PCR amplifikacije mogu da naprave i egzogeni
inhibitori ¢ije poreklo je ¢esto antropogene prirode (Schrader et al., 2012). Kompleksan sastav filtrata
predstavljao je problem zbog moguénosti inhibicije amplifikacije PCR metodom, koja podrazumeva
inhibiciju aktivnosti polimeraze u umnozavanju ciljane DNK (Wilson, 1997). Sem inhibicije reakcije,
amplifikacija PCR metodom moze biti otezana ukoliko je prilikom ekstrakcije upotrebljena
nedovoljna mehanicka sila kojom se vrsi destabilizacija integriteta omotaca (oo)cista ili je liziranje
membrana enzimskom digestijom neadekvatno, $to je veoma Cest problem kod Cryptosporidium spp.
(Jiang et al., 2005).

Uzorci vode, prema podacima u uputstvu proizvodaca, sadrze nizu koncentraciju inhibitora za
razliku od komposta i stajskog dubriva, koji su takode prihvatljive matrice za Kit. Moguénost
inhibicije je takode visestruko umanjena upotrebom IMS za izolaciju (oo)cista G. intestinalis i
Cryptosporidium spp., jer je uzorak na taj nacin jo§ dodatno osloboden od ne€istoca. S obzirom na to
da se detekcija T. gondii vrsila iz prethodno neprec¢iséenog uzorka (IMS reagensi za izolaciju T. gondii
oocista nisu komercijalno dostupni) postojala je Sansa da dode do inhibicije. Medutim, komercijalni
kit za ekstrakciju nukleinskih kiselina takode poseduje reagense za uklanjanje odredenih inhibitora,
stoga je moguénost inhibicije PCR reakcije umanjena (Amberg et al., 2015; Eichmiller et al., 2016).
U ovom istrazivanju, pojedini uzorci testirani su dodatkom DNK precis¢enog Herpes virusa foka
(PhHV-1), i uspesna amplifikacija odredene sekvence u okviru ove DNK posluzila je za validaciju
kvaliteta uzorka, tj. kao potvrda da u uzorku nije bilo inhibitora amplifikacije DNK.

Uzrok problema prilikom detekcije DNK Cryptosporidium spp. u uzorcima koji je primeéen
tokom ovog istrazivanja verovatno lezi u nedovoljnoj koli¢ini i kvalitetu ekstrahovane DNK. Na
integritet DNK uticu fizicke sile (ukljucujuci elektromagenetno zracenje) i hemikalije (organske i
neorganske) koje svojim delovanjem mogu da dovedu do fragmentacije DNK, te su vreme i uslovi
cuvanja veoma bitni (Blank & Goodman, 1997). Iako nisu postojali uslovi da uzorci kori§¢eni u ovom
istrazivanju do momenta analize budu ¢uvani u rashladnim vitrinama, oni su skladi$teni u tamnoj
prostoriji na temperaturi do 10 ‘C. IstraZivanja su pokazala da koli¢ina eDNK u uzorku drasti¢no
opada ve¢ nakon 6h pri sobnoj temperaturi ili na direktnom sun¢evom zracenju, dok u nekim
slu¢ajevima, nakon 24h pri istim uslovima, eDNK moze potpuno da nestane (Curtis et al., 2021). 1z
ovih razloga, svaki uzorak vode je u $to kratem roku dopreman u laboratoriju na dalju obradu, a
ukoliko nije bilo moguce da se procesuiranje zavrsi u istom danu, uzorci su filtrirani i filtrat je Cuvan
u epruvetama od 50 mL u frizideru na +4 "C. Iako je u uzorku skladistenom na ovaj nadin degradacija
DNK svedena na minimum, vodilo se ra¢una da dalje procesiranje uzorka bude uradeno u sto kracem
roku.

Koli¢ina DNK u uzorku je prilikom ovog istrazivanja predstavljala glavni ogranicavajuci faktor
u detekciji (oo)cista parazita u vodi. Jedna cista Giardia spp. u sebi sadrzi oko 195 fg DNK, koja
ukljucuje 16 kopija B-giardin gena, dok oocista Cryptosporidium spp. sadrzi oko 40 fg DNK i 4 kopije
COWP gena. Repetativni element duzine 529 bp u genomu T. gondii je prema nekim istrazivanjima
ponovljen izmedu 200-300 puta (Homan et al., 2000; Guy et al., 2003). Imajuci u vidu da se broj
kopija odredenog gena koji se koristi za detekciju drasti¢no razlikuje, osetljivost pojedinih protokola
za detekciju putem PCR metodologije takode se razlikuje, Sto podrazumeva da je limit detekcije
razli¢it. Prema gore navedenim podacima, limit detekcije je najnizi za 529 bp repetitivni element (T.
gondii), zatim za B-giardin gen (Giardia spp.), dok je najvisi za COWP (Cryptosporidium spp.). Limit
detekcije se odrazava u minimalnom broju (oo)cista U uzorku koje su neophodne da bi koli¢ina DNK
bila dovoljna za amplifikaciju, pri ¢emu se podrazumeva efikasnost ekstrakcije DNK iz (oo)cista od
100%.

Zbog toga je u ovom istrazivanju upotrebljena metoda koncentracije DNK precipitacijom u
etanolu sa dodatkom natrijum acetata za sve uzorke koji su ocenjeni kao negativni nakon IFA
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protokola i neuspesne amplifikacije DNK sve tri vrste protozoa u uzorku. Koncentrovanje uzoraka
nije dovelo do promene prvobitnog rezultata analiza, tj. uzorci koji su prvobitno ocenjeni kao
negativni ostali su negativni i dalje.

Prethodno je ve¢ pomenuto da su svi uzorci testirani na prisustvo G. intestinalis i Cryptosporidium
spp. bez obzira na rezultate detekcije IFA metodom. Po protokolu su svi uzorci dalje ekstrahovani i
vr$ena je detekcija PCR metodom. U ovom istrazivanju prisustva protozoa u vodi, kao prvom te vrste
u Srbiji, korisc¢en je ovakav pristup dvostrukog testiranja kao neophodan kako bi se sa sigurno$éu
moglo tvrditi da ne postoje lazno negativni ili pozitivni rezultati, iako mozda odaje utisak
neekonomicnosti.

Ukupan broj uzoraka vode u kojima je detektovano prisustvo G. intestinalis IFA ili PCR
metodama bio je 17. U osam uzoraka vode detektovane su ciste G. intestinalis pomoc¢u obe metode,
dok je u devet uzoraka prisustvo cista detektovano samo IFA metodom. Iako nije bilo moguce
precizno utvrditi limit detekcije, jer je uzorak podeljen na dva dela pre ekstrakcije gDNK, tako da je
jedna celina iskoriS¢ena za IFA dok je druga iskoriS¢ena za PCR metodu, ¢injenica da je u mnogim
uzorcima vizuelno potvrdeno prisustvo malog broja cista (1-4), ¢ak i u slucaju da je kod svih bila
prisutna ocuvana gDNK, ipak ostavlja mogucnost da ih je bilo nedovoljno za uspesnu detekciju jer
nije dostignut potreban minimum (limit) za primenjenu PCR metodu. Negativan rezultat PCR testa u
sluajevima pozitivnog nalaza IFA testom moze da ukaze na to da u cistama nije bilo sadrzaja
(sporozoita/jedara), tj. da se antitelo vezalo za omotac (oo)ciste koja nije vijabilna. Druga moguénost
jeste da su sporozoiti/jedra bili prisutni, ali da je DNK bila izuzetno degradirana, iako je vremenski
rok od uzorkovanja pa do analiza bio kratak, $to takode moze da ukaZe na to da (oo)ciste nisu bile
vijabilne. Upotreba DAPI, kao sto je prethodno pomenuto nije dokaz vijabilnosti, ali u ovom slu¢aju
ne bi bila informativna ni kao potvrda integriteta DNK, te je izuzetno tesko proceniti bioloski znacaj
ovih rezultata u kontekstu rizika za zdravlje ljudi i Zivotinja.

Najve¢i broj uzoraka u kojima je detektovana DNK G. intestinalis bio je poreklom iz
severozapadne Srbije i Sumadije, u rekama Drini i Velikoj Moravi kao i njihovim pritokama. U
Velikoj Moravi su nakon izvrSene tipizacije detektovane asemblaze A i B. Obe asemblaze G.
intestinalis mogu da dovedu do oboljevanja ljudi i Zivotinja tj. imaju zoonotski potencijal (Lalle et
al., 2005; Heyworth et al., 2016) a isto tako mogu da dovedu do nastanka hidri¢nih epidemija
(Prystajecky et al., 2015). U zapadnoj Srbiji je takode detektovana G. intestinalis asemblaze B u
uzorku prikupljenom iz male reke Lesnice, pritoke Jadra. Objasnjenje za relativno mali broj uzoraka
za koje je asemblaza uspesno odredena moglo bi da bude mali broj parazita u uzorku, odnosno
nedovoljna koli¢ina DNK. Sa tom koli¢inom DNK bilo je moguée da se uradi PCR, ali je ona bila
nedovoljna za tipizaciju (Kumar et al., 2016). Prema podacima Republickog zavoda za statistiku,
goveda se najvise uzgajaju upravo u delovima Srbije gde je i utvrdjeno prisustvo G. intestinalis u
ovom istrazivanju, i to tako da se od ukupnog broja goveda ¢ak 46,2% nalazi u pomenuta dva regiona,
dok je ostatak rasporeden po regionima juzne i isto¢ne Srbije, Vojvodine i na teritoriji grada Beograda
(Anon., 2021). Kao jedan od uzroka kontaminacije vodotokova moze se navesti spiranje obradivih
povrsina kontaminiranih cistama parazita u reke. Stepen razvoja poljoprivrede u Srbiji jos uvek nije
na nivou poljoprivrede razvijenih zapadnoevropskih zemalja zbog prolongirane tranzicije (Puric,
2018). U Srbiji je i dalje u znacajnoj meri prisutan ekstenzivan oblik poljoprivrede i uzgoj domacih
zivotinja. Ovo znaci da su agrotehnicke mere iako su znacajno napredovale i dalje ispod standarda
drugih evropskih zemalja. Obradivo zemljiste se u velikoj meri dubri stajskim dubrivom dok se
navodnjavanje njiva vr$i vodom iz neproverenih izvora koja Cesto nije sanitarno-higijenski ispravna
(Maleti¢ et al., 1970; Sl. glasnik br. 85/2014). Svi navedeni razlozi povecavaju moguénost da dode
do kontaminacije vodotokova/hrane cistama G. intestinalis. Interesantno je da ni u jednom uzorku
reka koje proti¢u kroz zapadnu Srbiju i Sumadiju, gde se nalazi najveéi broj govedarskih farmi, nije
detektovana asemblaza E koja se smatra za asemblazu specifi¢nu za tu zivotinjsku vrstu, a koja ujedno
1 nema zoonotski potencijal. Ovaj rezultat potvrduje tvrdnju Olson et al. (2004) da goveda zapravo
ne predstavljaju rezervoar asemblaza G. intestinalis koje su infektivne za ljude. Medutim, tvrdnja da
se ljudi mogu inficirati isklju¢ivo asemblazama A i B u novije vreme pokazuje se kao neta¢na, S
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obzirom na sve veci broj otkrivenih slucajeva infekcije ljudi drugim asemblazama (Fantinatti et al.,
2016; Pipikova et al., 2020). Takode, moguce je da su obe detektovane asemblaze zapravo poreklom
iz kanalizacionih ispusta i da neregulisani problem sa otpadnim vodama u Srbiji u stvari predstavlja
rizik i po zdravlje zivotinja. Neophodna su dodatna istrazivanja, poput sekvenciranja i procene
vijabilnosti i infektivnosti cista, da bi se ova pretpostavka dokazala.

Prisustvo oocista Cryptosporidium spp. utvrdeno je IFA metodom u ukupno osam uzoraka,
medutim nakon uradenog PCR, prisustvo DNK ovog parazita nije bilo potvrdeno ni u jednom uzorku.
Eksperimentalno je pokazano da je koncentracija od najmanje 200 oocista/mL uzorka neophodna
kako bi se uspesno amplifikovale odredene DNK sekvence konvencionalnom PCR metodom
Cryptosporidium spp., odnosno 6 oocista/mL za nested PCR metodu (Diaz-Lee et al., 2015). Na
osnovu iznetih podataka moze se zakljuciti da je postojala mogucénost da je koncentracija oocista u
uzorcima bila nedovoljna da bi DNK mogla da bude detektovana; pritom je uzorak nakon
koncentrisanja deljen na dva dela, za IFA test i za PCR, §to je dodatno umanjilo $ansu za molekularnu
detekciju. lako je bas iz razloga moguceg premalog broja oocista U uzorcima DNK dodatno
koncentrisana, to nije dalo Zeljene rezultate. Oociste koje su detektovane IFA metodom mogle su da
budu prazne, ili da DNK u njima bude fragmentirana i na taj na¢in nepodesna za PCR S§to bi za
posledicu imalo negativan rezultat. Inhibicija kao potencijalni razlog negativnog nalaza mogla je da
bude iskljucena jer je iz istog uzorka uspesno radena detekcija G. intestinalis.

Imajuéi u vidu da ne postoji standardizovana metoda za detekciju Cryptosporidium spp. putem
PCR, tj. da najpodobnija sekvenca i na¢in amplifikacije i dalje nisu usaglaseni, u ovom istrazivanju
korisc¢eno je vise sekvenci razli¢itih duzina iz kodiraju¢eg dela genoma, kako bi se povecala $ansa za
detekciju, sto je bilo predmet sli¢nih istrazivanja (Yu et al., 2009; Joseph et al., 2014). Duzina
produkata PCR reakcije se kretala od 266 bp pa do oko 800 bp. Ovaj pristup na zalost, takode nije
dao pozitivne rezultate, te je zakljuéeno da u uzorcima vrlo verovatno nije bilo dovoljno DNK.
Merenje koncentracije ciljane DNK nije bilo moguce u ovom slucaju, s obzirom da je, imajuci u vidu
prirodu uzroka, o¢ekivano prisustvo DNK iz vrlo heterogenih izvora.

Standardizacija i optimizacija PCR metode Cesto je veoma zahtevan posao, a postizanje visokog
stepena senzitivnosti reakcije iziskuje posebne napore (Hu et al., 2021). Upotreba nekih aditiva,
odnosno pojacivaca PCR reakcije, poput DMSO (Musso et al., 2006), BSA (Farell et al., 2012) ili
recimo tiola (Bai et al., 2018), mogla bi da poveca Sansu za detekciju ovih parazita u uzorcima.
Istrazivanjima je pokazano da ukoliko su u PCR reakciji kori$¢eni prajmeri prethodno izmenjeni
tiolom, senzitivnost reakcije moze da se poveca i do 100 puta. U narednim istraZivanjima paznju treba
usmeriti na upotrebu pojacivaca PCR reakcije kako bi se lakSe prevazisli problemi vezani za malu
koli¢inu DNK u uzorku.

Za T. gondii, voda je takode znac¢ajan medijum za transmisiju izmedu akvati¢nog i terestri¢nog
okruzenja, kao i za transmisiju izmedu pravih i prelaznih domacina (Aramini et al., 1999; Dubey,
2004; Vieira et al., 2015; Shapiro et al., 2019). Ova studija je potvrdila opisani znac¢aj vode kao
medijuma i pokazala adekvatnost primene PCR metode. Ve¢ je pomenuto da je detekcija T. gondii u
uzorcima iz spoljasnje sredine, a primarno vode, vremenom napredovala, tako da su se metode koje
se ne zasnivaju na bioloSkom ogledu pokazale kao daleko preciznije i efikasnije (Isaac-Renton et al.,
1998; Yang et al., 2009; Dumetre et al., 2012; Wells et al., 2015; Galvani et al., 2019).

Nedostupnost komercijalnog kita za IMS koji bi bio prilagoden detekciji oocista T. gondii
podstaklo je razvoj razli¢itih metodologija za izolaciju oocista primarno u okviru istrazivackih
laboratorija. Lektinska magnetna separacija je metoda koja je razvijena kao zamena za IMS, odnosno
kao opcija za izolaciju oocista T. gondii iz vode. Lektini predstavljaju grupu proteina koji imaju
veoma izrazen afinitet prema ugljenim hidratima (Panacer et al., 2019) i ba$ ta njihova karakteristika
iskoriS¢ena je kao osnova za izolaciju oocista. Medutim, metodologija zasnovana na lektinima nije
nasla Siru primenu jer verovatno zahteva upotrebu sofisticiranih eksperimentalnih tehnika za
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pripremu reagenasa i odgovarajuce ekspertsko osoblje (Harito et al., 2017a; Harito et al., 2017b;
Fabian et al., 2021).

U ovom istrazivanju prisustvo T. gondii oocista u vodi detektovano je konvencionalnom PCR
metodom, amplifikacijom dela sekvence 529 bp repetitivhog elementa koji predstavlja amplikon od
86 bp. Uzorci vode prethodno su pripremljeni koncentrisanjem, filtracijom i centrifugiranjem, nakon
¢ega je sledila ekstrakcija DNK, pa potom PCR. Sli¢an protokol kori$¢en je i u drugim istrazivanjima
I pokazao se kao efikasan, tako da je to bio jedan od razloga zasto je koriS¢en i u ovom istraZivanju
(Dumeétre & Dardé, 2003; Galvani et al., 2019; Haghparast-Kenari et al., 2020).

Cetiri uzorka u kojima su detektovane oociste T. gondii sakupljena su u zimskom periodu, tj. tri
uzorka u decembru 2019. godine i jedan u februaru 2020. godine. Dva uzorka su bila iz reke Drine
(Bajina Basta i Badovinci), a po jedan iz Dunava (Zemun) i Mlave (Petrovac na Mlavi). Prose¢na
temperatura vazduha u decembru kada je vrSeno uzorkovanje nije bila visa od Sest stepeni dok je u
februaru iznosila osam stepeni. Nekoliko dana pre uzorkovanja u decembru i u februaru, bilo je
kiSovito. Koli¢ina padavina uti¢e na prisustvo oocista T. gondii u vodi imajuéi u vidu da definitivni
domacini oociste elimini$u na i U zemljiste, te je spiranje zemljiSta jedini nacin da se nadu u vodi,
dok se (oo)ciste G. intestinalis i Cryptosporidium spp. mogu naéi u povrSinskim vodama i kao
posledica izlivanja kanalizacije (Caccio et al., 2003; Robertson et al., 2006; Nasser et al., 2012). Dok
su kise doprinele spiranju zemljista kontaminiranog oocistama sa priobalja reka, hladno i obla¢no
vreme sprecilo je njihovu degradaciju (Shapiro et al., 2019). Sezonska ispitivanja prisustva oocista u
rekama u nekim drugim zemljama potvrdila su da postoji zavisnost izmedu pozitivnih nalaza i
godis$njeg doba kao i drugih meteoroloskih parametara (Niehaus et al., 2020). Ono $to je interesantno
jeste da hladno vreme ne pogoduje sporulaciji oocista, tako da nije bilo moguce utvrditi da 1i su ove
oociste bile sporulisane, ¢ak iako su bile vijabilne. Ukoliko nisu bile sporulisane, ovi nalazi ne
odrazavaju postojanje rizika za zdravlje ljudi i Zivotinja. Jedina metoda za utvrdivanje statusa
infektivnosti oociste jeste bioloski ogled.

Pozitivan nalaz uzorka vode Dunava i Mlave, oba iz urbane sredine, istakli su potencijalni znacaj
domacih macaka koje se slobodno krec¢u (vlasnicke ili lutalice) kao izvora kontaminacije spoljasnje
sredine oocistama T. gondii, §to su i sli¢na istrazivanja u drugim zemljama potvrdila (Wilson et al.,
2021). Deo obale Dunava u blizini mesta uzorkovanja u Zemunu ima ulogu zimovnika za plovila i
mesto je gde se ljudi okupljaju i bave sportskim ribolovom. Prisustvo ostataka hrane, ljudi, kao i
mesta koja mogu da posluze kao zastita od neprijatelja ili nepovoljnog vremena, stvorili su uslove za
naseljavanje macaka lutalica. Uzorak iz Petrovca na Mlavi, tacnije lokacija odakle je uzet nalazila se
blizu poljoprivrednog gazdinstva, kao i skladista i manje fabrike za proizvodnju peleta. Ovi objekti
takode mogu da predstavljaju mesta gde postoje izvori hrane i sklonista za domace macke. Pokazano
je da su gustina ljudske populacije i stepen kontaminacije spoljasnje sredine oocistama T. gondii u
direktno proporcionalnom odnosu (Lovejoy et al., 2020). Imaju¢i u vidu da je obala Dunava u
Zemunu na mestu gde je detektovan pozitivan uzorak gusto naseljena i da je svakodnevna fluktuacija
ljudi velika, taj pozitivan nalaz moze da bude od znacaja za zdravlje ljudi i zivotinja, iako nije utvrden
status infektivnosti oocista.

Preostala dva uzorka koja su bila pozitivna na T. gondii prikupljena su iz reke Drine. Uzorkovanje
na lokaciji u blizini sela Badovinci vrSeno je na delu recnog toka gde reka pravi meandre i gde je
priobalje uglavnom mocvarno zbog ¢estog plavljenja. Drugi pozitivan uzorak iz ove reke sakupljen
je u Bajinoj Basti u blizini grani¢nog prelaza. Drina predstavlja najduzu kre¢njac¢ku reku Dinarida
odnosno Dinarskih Alpa i ve¢inom toka proti¢e kroz Sumske i planinske predele zapadne Srbije (Pivic
etal., 2014). Deo je Nacionalnog parka ,,Drina“ koji se nalazi na teritoriji Bosne i Hercegovine i dom
je velikog broja biljnih i Zivotinjskih vrsta. Sume kroz koje Drina proti¢e predstavljaju staniste za
vise od 19 vrsta mesojeda, od kojih dve vrste pripadaju porodici macaka (Felidae), i to balkanski ris
(Lynx lynx), i evropska divlja macka (Felis silvestris silvestris) (Paunovic¢ et al., 2007). Balkanski ris
uglavnom naseljava prostore isto¢ne Srbije, medutim, njegovo prisustvo primeceno je i u
Nacionalnom parku ,,Tara“ kroz koji proti¢e reka Drina. S druge strane, evropska divlja macka Siroko
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je rasprostranjena na celoj teritoriji Srbije, tako da se njeno prisustvo moglo ocekivati i u okolini
lokaliteta gde su prikupljani uzorci vode. Ove Zivotinje su, pored gore pomenutih domacih macaka,
mogle biti izvor kontaminacije reke oocistama. Drina je kao i Dunav veoma znacajna za rekreaciju
lokalnog stanovnistva, ali i kao turisticka atrakcija, zbog splavarenja i regata koje se odrZzavaju tokom
leta, tako da nalaz oocista T. gondii moze predstavljati potencijalnu opasnost po zdravlje ljudi i
zivotinja.

I na kraju, rezultati naseg istrazivanja, pionirskog za Srbiju, potvrduju kontaminiranost akvati¢nih
ekosistema patogenim protozoama koja nije uslovljena kvalitetom i ekoloskom ispravnoséu ispitanih
vodotokova. Dokazano zagadenje, u ¢ak polovini uzoraka poreklom iz povrSinskih voda, ukazuje na
potrebu hitnog uvodenja redovnog monitoringa nasih voda na prisustvo (oo)cista ovih
mikroorganizama, zbog oCuvanja ispravnosti vode — kako one za vodosnabdevanje, tako i one za

rekreaciju stanovnistva, a koji bi omogucio preventivno delovanje u slucaju rizika od izbijanja i
Sirenja hidri€nih epidemija.
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6. Zakljuéci

Na osnovu rezultata dobijenih prvim sistematskim istrazivanjem prisustva parazitskih protozoa
Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp. i Toxoplasma gondii u povrs§inskim vodama u Srbiji moze
se zakljuciti sledece:

1.

Novouvedena i standardizovana metodologija za detekciju parazitskih protozoa (filtracijom
1 imunomagnetnom separacijom za preciS¢avanje cista odn. oocista protozoa i kombinacijom
imunofluorescencije i molekularne detekcije zasnovane na PCR metodi) pokazala je
zadovoljavaju¢u osetljivost 1 specificnost, stoga i primenljivost u buduc¢im slicnim
istrazivanjima u nasoj sredini.

Na teritoriji cele zemlje, prisustvo protozoa utvrdeno je u 50% (24/48) ukupnog broja

uzoraka u vodotokovima. U rekama iz svih velikih slivova sa teritorije Srbije (Dunav, Drina,
Sava, Velika Morava) protozoe su detektovane u barem jednom uzorku.

Imunofluorescencijom je detektovano prisustvo G. intestinalis u 14 uzoraka (29,2%, 14/48)
a Cryptosporidium spp. u pet uzoraka (10,4%, 5/48), dok je u tri uzorka (6,25%, 3/48)
detektovano prisustvo obe protozoe.

PCR metodom detektovana je gDNK G. intestinalis u osam uzoraka (16,7%, 8/48), T. gondii
u Cetiri uzorka (8,3%, 4/48), dok gDNK Cryptosporidium spp. nije detektovana ni u jednom
uzorku.

Tipizacijom G. intestinalis pokazano je prisustvo asemblaze A u jednom uzorku i asemblaze
B u dva uzorka, $to zna¢i da su u vodama u Srbiji prisutne potencijalno zoonotske asemblaze
0vog parazita.

Upotrebom qGIS softvera odredena je prostorna distribucija protozoa i pokazano je njihovo
relativno vece prisustvo u zapadnoj Srbiji, odnosno rekama Drini i Savi 1 njihovim
pritokama, kao i u centralnoj Srbiji, na Velikoj Moravi sa pritokama.

Ovo su prvi podaci o stanju kontaminiranosti povrSinskih voda parazitskim protozoama u
Srbiji, koji mogu doprineti razumevanju nastanka i Sirenja hidri¢nih epidemija, te time
predstavljaju polaznu osnovu za dalja istrazivanja, u cilju pripreme i uvodenja plana mera
prevencije.

Osim nau¢nog doprinosa, rezultati ove disertacije imaju i prakti¢an znacaj za javno zdravlje, a
posebno treba ista¢i da ¢ine vazan doprinos primeni koncepta ,,jednog zdravlja“ u nasoj sredini.
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PRILOZI

Georeferentni podaci za lokacije uzorkovanja vodnih tela sa koordinatama, kreirani u OziExplorer

softveru:

1 |44.770920, 19.698898 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
2 | 44.752518, 19.716768 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
3 | 44.731655, 20.311835 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
4 | 44.848846, 20.411830 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
5 |44.768414, 20.620448 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
6 | 44.693658, 20.959222 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
7 |44.007699, 21.296089 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
8 | 44.148020, 21.053718 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
9 | 44.586730, 21.132873 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
10 | 44.716730, 21.536147 | 00000.0000000, 0O, 0, 3, 0, 655b35,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
11 | 44.645713, 21.220110 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
12 | 44.068452, 21.197887 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
13 | 44.784687, 19.350366 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
14 | 43.975092, 19.541425 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
15 | 45.052255, 19.169406 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
16 | 44.633342, 19.273094 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
17 | 44.593385, 19.298004 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 655h35,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
18 | 44.914416, 19.743549 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
19 | 44.878088, 19.084065 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
20 | 44.229567, 21.146498 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
21 | 44237895, 21.176878 | 00000.0000000, 0O, 0, 3, 0, 655b35,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
22 | 44.417803, 21.364797 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
23 | 43.457960, 20.596822 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
24 | 44538151, 20.209328 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
25 | 44.391790, 21.402819 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
26 | 44.032513, 20.943257 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
27 | 44.981024, 19.283683 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
28 | 44.709786, 19.799873 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 655h35,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
29 | 44.700123, 22.418538 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
30 | 44.652027, 20.216726 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
31 | 44.423018, 22.173043 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
32 | 43.843835, 19.706695 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
33 | 43.415932, 21.183962 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535, 0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
34 | 45.594014, 20.107228 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
35 | 45.854052, 18.859036 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
36 | 45.919732, 18.986591 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 655b35,,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
37 | 45.206210, 20.315213 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60

Y]
N




38 | 45.266293, 19.872312 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,00, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,60
39 | 45.999523, 20.347688 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
40 | 45.535999, 20.021837 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
41 | 45.415278, 19.227500 | 00000.0000000, O, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
42 | 43.227578, 22.705207 | 00000.0000000, 0, O, 3, 0, 65535,00 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
43 | 43.322022, 21.893254 | 00000.0000000, 0, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
44 | 43.698540, 21.405655 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
45 | 45.351078, 20.383610 | 00000.0000000, 0, O, 3, 0, 65535,00, O, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,60
46 | 43.624541, 20.895836 | 00000.0000000, 0, O, 3, 0, 65535,00, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,60
47 | 44.254591, 20.087812 | 00000.0000000, 0,0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
48 | 44.784371, 20.386957 | 00000.0000000, O, 0, 3, 0, 65535,0,0, 0, -777,6,0,17,0,10.0,2,,,,60
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Ipunoz 1

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

WmMe v npe3suMe aytopa Baagumup hupkosuh

Bpoj ungexkca E2016/3005

H3jaB/byjem
Jla je IOKTOPCKa AucepTaliyja o/ HacJ0BOM
IIpycycTBO ¥ reHeTUYKHM AUMBep3UTeT Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp. u
Toxoplasma gondii y noBpIIMHCKUM BogaMa Cpouje pe3yJiTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAUYKOT
pazna;

e J[ajucepTalnujay LieJIMHU HU y [leJIOBUMa HUje O1Ja TpeJJ/IocKeHa 3a CTULakbe JIpyTe
JIMIIJIOMe IIpeMa CTY/JUjCKUM NporpaMuMa JJpyrux BUCOKOILIKOJICKUX YCTaHOBa;

® J1a Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HABEAEHHU U

e /la HHMCaM KPILHO ayTOpPCKa paBa U KOPUCTUO UHTEJIEKTYaJHY CBOjUHY JPYTHUX JIUIA.

IloTniuc ayTopa

Y Beorpagy,




IIpunoe 2

HU3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LIITAMIIaHE U €JIEKTPOHCKeE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paja

WmMe v npe3uMe ayropa Baagumup hupkosuh
Bpoj unaexca E2016/3005
Ctypujcku nporpam EKoJioruja

HacsoB pasa [IpucycTBO ¥ reHEeTUYKU AUBepP3UTeT Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp.
u Toxoplasma gondii y noBpIuMHCKMM Boaama Cpouje

MenTOpH Ap UBana KiiyH, Hay4YHY CaBeTHUK
YuuBepsuteT v beorpaay - UHCTUTYT 3a MeAUIIMHCKA UCTPaXKKUBambha - UHCTUTYT
0J1 HAallMOHAJ/IHOT 3Hayaja 3a Peny6siuky Cpoujy

Ap JparaHa Musaunuuh, o1ieHT

YuuBep3auTeT y beorpasay - buoJiomky pakyarer

HsjaBsbyjeM Jia je lITaMaHa Bep3Hja MOT IOKTOPCKOT pajila UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU
KOjy caM NpeJlao paJiyu noxpamwuBama y JJUrMTaJIHOM peno3uTOpujyMy YHUBep3UTeTa y
beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce 06jaBe MOjH JIMYHHM MOJALM Be3aHU 3a 06Ujarbe aKaJeMCKOT Ha3uBa JJOKTopa
HayKa, Kao LITO Cy UMe U Mpe3uMe, FOJIMHa U MECTO pohera U IaTyM oJi0paHe paja.

OBM JIMYHU NOAALA MOTY Ce 00jaBUTH Ha MPEXXHUM CTPaHUIIAMa JJUTUTAIHE OUOJIMOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y ny6JiMKanyjamMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpany,




Ipunoe 3

U3sjaBa o0 kopumthemwy

OsusauthyjeM YHuBep3uteTcKy 6u61oTeKy ,,CBeTo3ap MapkoBuh“ na y lurutaanu
peno3uTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpazy yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTALXjy IOJ HACJIOBOM:

IIpycycTBO M TeHeTUYKU AuBep3uTeT Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp. u
Toxoplasma gondii y nOBpIIMHCKMM Bogama Cpouje

KOja je Moje ayTOPCKO JeJIo.

JlvcepTanyjy ca CBUM PUJI03MMa IPEJjao caM y eJIeKTPOHCKOM ¢popMaTy MoroJHOM 3a TPajHO
apXUBHpambe.

Mojy LOKTOPCKY JUCcepTaLHjy TOXpamkbeHy Y IUrUTAaJIHOM PeNlO3UTOPUjYMY YHUBEP3UTETA Y
Beorpaay v JocTynHY y OTBOPEHOM MPUCTYIY MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjy oApeade
caZijpkaHe y ofabpaHoM tumny guneHne KpeatusHe 3ajegHule (Creative Commons) 3a Kojy caM ce
OJIJIy4YHO.
1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTtBo - HekoMepuujaaHo (CC BY-NC)

@AyTOpCTBO - HeKoMep1ujasiHo - 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIUjaJIHO — AeJUTU oA uctum ycaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepajia (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AeJIUTH oA ucTuM ycaoBuMma (CC BY-SA)

(MosiuMo [1a 3a0Kpy»KUTe CaMo jeIHY OJ; LeCT NoHyheHUX JnuueHy. KpaTak onuc TUMLeHn je
CacTaBHHU Jle0 OBe U3jaBe).

Y Beorpany,

IloTnuc ayropa




1. AyTopcTBo. /l03Bo/baBaTe yMHOXaBakbe, AUCTPUOYLIUjY U jaBHO CaolLITaBakbe Jiea, U
npepa/ie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4MH oZipeheH o/ cTpaHe ayTopa MJIM AaBaola JULEeHIle,
4yak M y KoMepuujaaHe cepxe. OBo je Hajc1000HUja OJ CBUX JIMLEHLH.

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLUjaaHo. /[03Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUOYIIUjY U jaBHO
caonuITaBame Jiesa, v pepajie, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha Ha4MH oJipeheH o cTpaHe ayTopa
WJIM JlaBaola juleHne. OBa JiMIeHIa He [J03B0/baBa KOMePIMjalHy yIIoTpeoy AeJa.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepLUjaIHo - 6e3 npepaja. /[03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, JUCTPUOYIIU)Y U
jaBHO caomIITaBame Jiesia, 6e3 MpoMeHa, MPeobJIUKOBaka UK yIOoTpe6e esa y CBOM Jiely, aKo
ce HaBe/le Me ayTopa Ha HayKH ojpeheH o/ cTpaHe ayTopa WU AaBaoua JuueHne. OBa JiuieHna
He Z103B0J/baBa KOMepIiUjaiHy YIIOTpeby Aiesia. Y 0JHOCY Ha CBe OCTaJle JIULeHLle, 0BOM JIMLEHLOM
ce orpaHvyaBa Hajsehu 06UMM NpaBa Kopuinhema eJa.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIUjaJIHO —- AeJIUTHU 0], UCTUM yCcJI0BUMA. /l03Bo/baBaTe
YMHOaBakbe, JUCTPUOYLIUjY U jaBHO CaONIITaBambe /ieJia, U Ipepaje, ako ce HaBeJie MMe ayTopa
Ha Ha4yMH o/ipeheH oz cTpaHe ayTopa UJIM JjlaBaolia JMLEeHIle U aKo ce Npepaja JUCTpUOyupa noj,
MCTOM WJIM CJIMYHOM JiMIeHL oM. OBa JIMLieHLia He [103B0/baBa KOMepIUja/IHy YIIOTpeby Aesia U
npepaja.

5. AyTopcTBoO - 6e3 npepaja. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBakbe, JUCTPUOYLIU]Y U jaBHO CAOMIITABahe
Jlesia, 6e3 MpoMeHa, Npeob/IMKOBaba UK yIOTpebe Jiesia y CBOM JieJly, aKo Ce HaBeJle MMe ayTopa
Ha HauMH o/ipeheH o] cTpaHe ayTopa WJIM JlaBaola JulieHe. OBa JMIeHIIa J03B0JbaBa
KOMeplHjaJiHy yrnoTpeby AeJa.

6. AyTOPCTBO - JeJIUTH NOA MCTUM yCJI0BUMA. /l03Bo/baBaTe YMHOXKaBame, JUCTPUOYLIUjY U
jaBHO caonlITaBamwe Jiesa, U Ipepajie, ako ce HaBeJle KMe ayTopa Ha HayKH ojipebheH oA cTpaHe
ayTopa WJM JjlaBaolia JIMLeHIe U aKko ce Ipepajia AUCTpUOyupa noJ UCTOM UJIM CINYHOM
suneHuoM. OBa JIMIleHLa [103B0/baBa KOMepLiUja/iHy YIIOTpeOy Aesa ¥ npepasa. CivyHa je
copTBEPCKUM JIMLEHI]aMa, OJJHOCHO JIMLIeHIJaMa OTBOPEHOT KO/Ja.



