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3.Povzetek raziskovalnega projektal

SLO

V treh slovenskih skolj¢is¢ih (Seca, Strunjan in Debeli rtic) ter prostem nabiralis¢u (ob svetilniku
na Debelem rticu) smo v enoletnem obdobju vzordili klapavice ter obenem izvajali tudi fizikalne
meritve morske vode. Skupno smo izvedli 34 vzorcenj. V skoljkah smo ugotavljali Stevilo E. coli,
coli in enterokokov. Pri izoliranih sevih bakterij E. coli smo ugotavljali prisotnost genov, ki
bakterijam omogocajo patogeno delovanje ter njihovo odpornost na protimikrobna zdravila.
Poleg mikrobioloskih preiskav smo v Skoljkah preiskovali tudi vsebnost kovin: Cr, Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn, Cd, Pb, Hg in As. V morski vodi smo analizirali vrednosti Sestih parametrov onesnazeval:
prosti baker, celokupni baker, nikelj, cink, sulfat in 6-valentni krom.

V nasi Studiji smo evidentirali vse potencialne onesnaZevalce morske vode in spremljali podatke,
ki so rezultati posameznih monitoringov na tem podrocju. Proudili smo morebitne dejavnike, ki bi
lahko bili vzrok za povisane vrednosti E. coli v Skoljkah. Analizirali smo vzroke za povisane
vrednosti E. coli, in tudi, v primeru ustreznih rezultatov, napisali priporocila za prekategorizacijo
Skoljcisc.

Prisotnost sevov E. coli, ki izloCajo beta-laktamaze z razsirjenim spektrom delovanja - ESBL (angl.
extended spectrum B lactamase) smo ugotovili pri 14,7 % (5/34) vzorcih prosto nabranih
klapavicah ob svetilniku na Debelem rti¢u, v 5,9 % (2/34) vzorcev iz gojis¢a Seca; pri enakem
odstotku tudi v gojis¢u Strunjan, medtem ko na Debelem rtic¢u niso bili prisotni. V vseh primerih,
kjer so bili ti sevi prisotni, je bilo tudi Stevilo bakterij E. coli povisano nad 230 MPN/100g v mesu
Skoljk.

Ugotovljena stopnja kontaminacije klapavic z norovirusi v je bila v gojis¢u Sec¢a 29,4 % (10/34), v
Strunjanu 54,5 % (18/33), na Debelem rti¢u 48,5 % (16/33) in pri prosto nabranih klapavicah ob
svetilniku na Debelem rti¢u 67,7 % (21/31). Od 100 testiranih vzorcev klapavic iz gojis¢, jih je 44
vsebovalo norovirusno RNA: 18,2 % (8/44) genske skupine Gl, 43,2 % (19/44) genske skupine GlI
ter 38,6 % (17/44) obe skupini. V zimskem obdobju je bila stopnja kontaminacije statisti¢no
znacilno visja kot v poletnih mesecih. Virusa hepatitisa A v preiskovanih vzorcih nismo ugotovili.
Tako ugotavljamo, da klapavice predstavljajo potencialno nevarnost za zdravje ljudi zaradi
vsebnosti norovirusov, vendar pa podatki o okuzbah v Sloveniji kazejo predvsem na prenos iz
osebe na osebo. Podatka, da bi bile vir okuzbe klapavice v Sloveniji nismo zasledili.

Vsebnosti Cr, Mn, Fe, Ni, Hg in Pb v mesu skoljk so bile najvisje v zimskih mesecih, od januarja do
marca, vsebnost ostalih elementov v Skoljkah pa se z letnimi ¢asi ni bistveno spreminjala.

ANG

During a one year period 34 samplings of Mediterranean mussels (Mytilus galloprovincialis) and
seawater were carried out at three Slovenian shellfish harvesting areas (at Seca, Strunjan and
Debeli Rti¢) and in one location of wild Mediterranean mussels (at the lighthouse near Debeli
Rti¢). Samples of mussels were analysed for the presence of E. coli, norovirus and hepatitis A
virus as well as for metal content (Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Hg and As). Samples of
seawater were analysed for the presence of E. coli and enterococci and for six parameters of
pollutants: free copper, total copper, nickel, zinc sulphate and 6-valent chromium. The isolated E.
coli strains were tested for the presence of virulence genes and anti-microbial resistance.
Measurements of physical parameters of seawater (temperature, pH, conductivity and
concentration of dissolved oxygen in the water) were also carried out.

In our study, we recorded all potential polluters of the sea water and monitor data that is
collected from a variety of monitoring. We examined the potential factors that could be the
cause of elevated levels of E. coli in bivalve molluscs. We have analysed the causes of elevated
levels of E. coli, and also, in the case of relevant results, write recommendations for the
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classification.

E. coli strains beta-lactamases with extended spectrum of activity - ESBL tested positive in 14.7%
(5/34) of wild mussels collected at the lighthouse at Debeli rti¢, at 5.9% (2/34) of the harvesting
area Seca, the same percentage also in Strunjan, while none was detected at Debeli rti¢. The
number of E. coli was elevated in all samples where these strains were present,

Mussels at the Seca harvesting area tested positive for noroviruses in 29.4% (10/34) at the
Strunjan in 54.5% (18/33), at the Debeli rti¢ harvesting area in 48.5% (16/33). Wild mussels
collected at the lighthouse Debeli rti¢ tested positive in 67.7% (21/31). Of the 100 mussels from
harvesting areas, 18.2% (8/44) tested positive for Gl, 43.2% (19/44) for Gll and 38.6% (17/44) for
both genogroups. In the winter period, the rate of contamination was significantly higher than in
the summer months. Hepatitis A virus was not detected. The mussels pose a potential threat to
human health due to the presence of noroviruses, but data on infection in Slovenia mainly
reflected the transfer from person to person, the information to be a source of infection mussels
in Slovenia was not detected.

The concentration of Cr, Mn, Fe, Ni, Hg and Pb in shellfish flesh were highest
during the winter months, from January to March, but still below the limit of
the regulation. The content of other elements in the shellfish with the seasons
did not change significantly.

4.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela oz. ciljev na raziskovalnem projektu2

V raziskovalnem projektu smo v enoletnem obdobju analizirali vzorce Skoljk klapavic

------

vvvvv

svetilniku na Debelem rticu. Na vsaki od omenjenih lokacij smo izvedli 34 vzorcen;.
Vzorce Skoljk smo mikrobioloSko in kemijsko analizirali. Za prouditev dejavnikov, ki
vplivajo na mikrobiolosko in kemijsko kontaminacijo $koljk, smo vzporedno jemali tudi
vzorce morske vode. Proucili smo povezanost dejavnikov okolja s kontaminacijo vode
in Skoljk in analizirali vzroke za najizrazitejSa odstopanja od mejnih vrednosti,
dolocenih z Uredbo (ES) st. 2073/2005 o mikrobioloskih kriterijih za zivila. Skladno
z zastavljenimi cilji raziskovalnega projekta smo:

Evidentirali vire onesnazenja v blizini proizvodnih podrocji, ki lahko vplivajo na
mikrobiolosko in kemijsko kontaminacijo Skoljk.

Analizirali dobljene rezultate glede gibanja vrednosti Stevila bakterij E. coli v Skoljkah
in ovrednotili vplive parametrov, katerih meritve smo izvajali vzporedno. Ugotovili smo,
da sta onesnaZenost morske vode z indikatorskimi mikrobi E. coli in enterokoki ter
kontaminacija Skoljk z bakterijami E. coli med seboj znacilno povezani (p<0,0001).
Koncentracija indikatorskih mikroorganizmov je znacilno negativnho povezana z
oksidacijsko redukcijskim potencialom vode in pH vode. Korelacija je sicer Sibka, vendar
statisticno znacilna (p<0,05).

Dobljene rezultate Stevila bakterij £. coli smo ovrednotili glede na mejne vrednosti, ki
dolocajo klasifikacijo S§kolj¢iS¢ in jih tudi ovrednotili glede na posamezna Casovna
obdobja v letu. Delez vseh rezultatov, ki so pod nivojem 230 MPN E. coli/100 g skoljk, je
visok (88,9 %), kar je v skladu z Uredbo (ES) 2285/2015 (= 80 %) in to velja tudi za

------

vvvvv
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iskovanem obdobju od oktobra do decembra statisticno visja glede na ostala trimesecja.

Poleg kvalitativnih preiskav na prisotnost bakterije E. coli smo ugotavljali tudi stopnjo
kontaminacije s sevi E. coli, ki izlo¢ajo beta-laktamaze z razsirjenim spektrom delovanja —
ESBL in tudi ugotavljali njihovo virulentnost.

Proucili smo stopnjo kontaminacije Skoljk z norovirusi in virusom hepatitisa A. Delez

envee

eyee

(67,7 %). Prisotnosti virusa hepatitisa A nismo ugotovili.

Proucili smo stopnjo kemijske onesnazenosti z elementi (kovinami in nekovinami).
Ugotovili smo, da je na vsebnost kadmija, svinca in Zivega srebra v Skoljkah statisticno
vplivalo mesto vzorcenja, medtem ko na vsebnost cinka nista signifikantno vplivala ne ¢as
vzorcenja in ne lokacija vzorcenja. Vsebnosti Cr, Mn, Fe, Ni, Hg in Pb v mesu skoljk so
bile najvisje v zimskih mesecih od januarja do marca.

Z analizo tokov, batimetrije in plimovanja na obmocjih, namenjenih za gojenje Skoljk,
smo ovrednotili vpliv najverjetnejSih onesnazevalcev.

Podali smo oceno tveganja glede kontaminacije Skoljk z norovirusi in virusom hepatitisa
A. Ugotovili smo, da obstaja nevarnost tovrstne okuzbe predvsem v zimskih mesecih. V
izogib tovrstnih okuZzb bi bilo potrebno izdelati priporocila za varno pripravo jedi iz Skoljk
in jih tudi predstaviti gostinskim delavcem in $ir$i javnosti.

Interpretirali smo rezultate testiranja vzorcev, odvzetih v nasi §tudiji in ovrednotili tudi
podatke predhodnih $tudij. Rezultate, pridobljene v letu, ko je potekala raziskava, smo
razdelili na tromesecna obdobja in ugotovili, da je stanje glede onesnazenosti Skoljk z
bakterijami E. coli najslabSe v mesecih oktober, november in december.

Ugotovitve kazejo, da bi bilo smiselno v okviru uradnega nadzora spremljati
mikrobioloSko kontaminacijo $koljk, predvsem v obdobju, ko so le-te primerne za prodajo
oz. krajse obdobje pred tem. Z vecjim Stevilom zbranih rezultatov v teh terminih (skozi
Taks$no priporocilo je podano tudi v dokumentu EU, ki se nanasa na Uredbo (ES) St.
854/2004 "Community Guide to the Principles of Good Practice for the Microbiological
classification and monitoring of bivalve molluscs production relaying and holding areas
with regard to regulation 854/2004".

5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

Namen raziskovalnega projekta je bil pridobitev celotne slike na
podrocjih gojenja klapavic, tako z vidika mikrobioloskih parametrov kot
tudi z analizo vzrokov za poviSane vrednosti bakterij E. coli, ki kazejo
na fekalno kontaminacijo. Proucitev povezanosti dejavnikov okolja,
kontaminacije morske vode in Skoljk je prispevala k moznemu
napovedovanju dogodkov, predvsem ob izjemnih vremenskih stanjih. S
poznavanjem dejavnikov tveganja ter njihovo soodvisnost s
pojavljanjem virusov v skoljkah je oblikovano porocilo s poudarkom na
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oceni varnosti za zagotavljanje varne hrane. Na podlagi ocene tveganja
so lahko sprejeti zacCasni ukrepi, moznosti za obvladovanje tveganja
0z. moznosti zmanjSanja tveganja na sprejemljivo raven. Glede na
evidentirane vire onesnazevanja smo izdelali analizo tveganja za
obstojece lokacije SkoljCis¢. Ugotovitve, pridobljene z raziskavo,
omogocajo odgovornim institucijam ucinkovitejsi nadzor kvalitete in
varnosti pridelane morske hrane, nosilcem zivilske dejavnosti-
gojiteljem sSkoljk pa podajo smernice pri zagotavljanju varnosti zivil, ki
jih proizvajajo. Koncni doprinos izsledkov, ocen in priporocil je
namenjen zagotavljanju varne hrane potrosniku. Izvedene raziskave v
kombinaciji z ocenami tveganja predvsem na podrocju virusne
kontaminacije skoljk bodo sluzile tudi potrosniku kot napotek k
zmanjsanju tveganja glede tovrstnih okuzb.

S projektom smo pridobili strokovno oceno stanja , pridobili nova
prakti¢na znanja, informacije in vesCine. Rezultate bomo predstavili v
¢lanku.

6.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine?

Ni bilo sprememb.

7.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupine2

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID

Naslov SLO

ANG

Opis sLo

ANG

Objavljeno v

Tipologija

8.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupinet

Druzbeno-ekonomski dosezek

1. |COBISS ID

Naslov SLO

ANG
Opis sLo

ANG

Sifra

Objavljeno v

Tipologija

9.Drugi pomembni rezultati projektne skupine?
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Glede na stevilne izsledke iz literature in rezultate enoletnega vzorcenja povezujemo sezonsko
odvisnost kontaminacije Skoljk z bakterijami E. coli, to je pojavljanje visjih koncentracij v
spomladanskem in jesenskem casu. V poletnih mesecih, ko je opaziti nizjo pojavnost mikrobov
in virusov, praviloma tudi ni obilnih, predvsem pa dolgotrajnih poslabsanj vremena. V raziskavi
je sezonski vpliv zelo ociten, vendar ga zaradi prekratkega obdobja spremljanja ne moremo z
gotovostjo potrditi oz. natancno opredeliti glede na mesece v letu. Podali smo tudi oceno
razred A. Ugotavljamo, da imajo ekstremni vremenski pogoji, predvsem obilna dezevja mocan
vpliv na onesnazenje morske vode in posledicen porast vrednosti bakterij E. coli v Skoljkah. Te
Norovirusi so bili pogosteje prisotni v mesecih od oktobra do marca, najviSja stopnjo
kontaminacije je bila med januarjem in marcem. V nasem obdobju vzorcenja je bila najniZja
Strunjanu - 54,5 %. Virusa hepatitisa A v nasi studiji nismo ugotovili. Tudi po podatkih
predhodnih studij je stanje v gojisCih skoljk glede virusa hepatitisa A ugodno, vendar moznosti
kontaminacij ne smemo izkljuciti. Potrdili smo logi¢no pozitivho korelacijo med fekalno
onesnazenostjo vode in kontaminacijo skoljk ter negativno korelacijo med kontaminacije vode
in Skoljk z oksidacijsko redukcijskim potencialom, pH vode in temperaturo. Toplejsi del leta
kaZe na manjSo kontaminacijo Skoljk z virusi, kakor tudi s Stevilom indikatorskih mikrobov E.
coli, zato ocenjujemo, da je v poletnih mesecih mikrobioloska slika Skoljk najugodnejsa.

10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupineg

10.1. Pomen za razvoj znanosti2

SLO

Z intenzivnim enoletnim spremljanjem fizikalnih, kemijskih in mikrobioloskih parametrov pri
Skoljkah klapavicah (Mytilus galloprovincialis) in morske vode iz gojitvenih obmocij, smo dobili
razsirjen vpogled glede stanja v slovenski marikulturi. Dobljene rezultate smo povezali s
izrednimi dogajanji na morju, kot so npr. mocni vetrovi, obilne padavine, morski tokovi in viri
onesnazevanja. Z molekularnimi metodami smo ugotavljali prisotnost norovirusnih sevov in le-
ti nam bomo glede na njihovo genetsko karakterizacijo sluzili pri epidemioloSkemu
povezovanju ob morebitnih izbruhih tovrstih obolenj pri ljudeh. V Studiji smo poleg analize
gibanja koncentracije bakterij E. coli v Skoljkah ovrednotili tudi vplive vzporedno merjenih
parametrov. Z natan¢no nacrtovanim odvzemom vseh potrebnih vzorcev smo z opravljenim
delom pridobili rezultate, ki podrobno razclenjujejo posamezne lokacije slovenskih Skoljcis¢ oz.
mest, kjer se izvaja nabiranje Skoljk. Pri izoliranih bakterijah E. coli smo ugotavljali tudi
prisotnost faktorjev patogenosti in odpornost proti protimikrobnim snovem in s tem dobili
vpogled v nabor tovrstnih sevov v preiskovanem morskem ekosistemu. Izolirane seve smo
razvrscali v skupino patogenih oz. komenzalnih bakterij. Podatki so v pomoc pri raziskovanju
na podro¢ju morske ekologije, pomembni pa so tudi z vidika varnosti zivil. S poznavanjem
dejavnikov tveganja ter njihovo soodvisnost s pojavljanjem virusov in bakterij v Skoljkah smo
oblikovali porocilo s poudarkom na oceni varnosti, ki je klju¢na pri zagotavljanju varnosti
potrosnika.

ANG

With intensive one-year monitoring of the physical, chemical and microbiological parameters in
Mediteranean mussels (Mytilus galloprovincialis) and sea water from the production areas, we
obtained a broad view about the mariculture situation in Slovenia. These results were
connected with special events at the sea, such as strong winds, heavy rainfall, sea currents
and other sources of pollution. With molecular methods we determined the presence of
norovirus strains. Regarding their genetic characterization it is possible to make an
epidemiologic connection with outbreaks in humans, if they occur. In addition to the E. coli
analysis in bivalve molluscs we gathered and evaluated information on the impact of other
parameters measured at the same time. With planned collection of the samples, results were
obtained of the individual locations of mussels harvesting areas. We tested antimicrobial
resistance of the isolated E. coli strains and determined the presence of virulence factors. We
got insight into a range of such strains in this marine ecosystem. The isolated strains were also
sorted into groups of pathogenic or commensal bacteria. This data is helpful in marine ecology
research and important in terms of food safety. By knowing the risk factors and their
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correlation with the incidence of viruses and bacteria in shellfish a report was produced on the
assessment of food safety.

10.2. Pomen za razvoj Slovenijel?

SLO

Vse Zive Skoljke, ki gredo na trg za neposredno prehrano ljudi, morajo biti skladne z
mikrobioloskimi merili, dolo¢enimi z Uredbo (ES) 2073/2015 in zdravstvenimi standardi za Zive
Skoljke, ki so opredeljeni v Poglavju V oddelka VII Priloge III Uredbe (ES) st. 853/2007 - glede

vvvvv

Vv v,

razred B, v primerjavi s sosednjimi skolj¢iS¢i na Hrvaskem in v Italiji, v niZjo kategorijo. Gojitev
Skoljk poteka v izredno spremenljivih pogojih, s Stevilnimi zunanjimi vplivi. S pomocjo analize
v razred A, kar bi za proizvajalce predstavljalo viSjo konkurencnost na trgu in zniZzanje stroskov
proizvodnje. Ocena stanja virov onesnazenja na podrocju priobalnega pasu, ki vpliva na
kvaliteto morske vode v SkoljCiscih, je uporaben podatek in pomoc pri dolo¢anju novih lokacij
SkoljCiS¢ ter mozne Siritve ze obstojecih. Proizvodnja klapavic, ki jih gojijo v Sedi, Strunjanu in
na Debelem rtiCu, se je v zadnjem desetletju povisala na 500 ton. Stroski proizvodnje Skoljk so
bistveno vedji v primeru, da je le-te potrebno zaradi same kategorizacije pred oddajo v promet
obvezno obdelali v centrih za preciS¢evanje. S Studijo smo ugotovili stopnjo mikrobioloske
kontaminacije gojenih in prostozivecih klapavic v slovenskem morju. Pri ugotavljanju
kontaminacije smo se osredotocili na prisotnost bakterij E. coli, virusa hepatitis A in
norovirusov, poleg tega pa smo preiskovali tudi vsebnost bakterij E. coli in enterokokov v
morski vodi iz gojis¢ ter ugotavljali vsebnost kovin tako v klapavicah kot tudi v morski vodi. S
spremljanjem kvalitete morske vode v samih skolj¢is¢ih in s spremljanjem vpliva okoljskih
onesnazevalcev smo evidentirali najpomembnejSe dejavnike tveganja in podali predloge za
zmanjsanje tovrstnega tveganja. S poznavanjem dejavnikov tveganja ter njihovo soodvisnost s
pojavljanjem virusov v Skoljkah smo oblikovali porocilo s poudarkom na oceni varnosti za
institucijam v Sloveniji ucinkovitejsi nadzor kvalitete in varnosti pridelane morske hrane,
nosilcem zivilske dejavnosti - gojiteljem Skoljk pa smernice in pomoc pri zagotavljanju varnosti
zivil, ki jih proizvajajo in za katera so odgovorni. Izvedena raziskava v kombinaciji z ocenami
tveganja predvsem na podrocju virusne kontaminacije Skoljk sluzi potrosniku kot napotek k
preprecevanju tovrstnih okuzb. Podatki o vplivu okoljskih dejavnikov, kot so lastnosti morja
(globina, plimovanje, morski tokovi) ter vremenski pojavi, ki smo jih tekom raziskave
spremljali, omogocajo razumevanje kompleksnega dogajanja v morskem ekosistemu. Rezultati
periodicnega spremljanja stanja kontaminacije na posameznih skoljcis¢ih sluzijo tako za
nacrtovanje vzoréenja v okviru uradnega nadzora, kakor tudi za potrebe interne kontrole
nosilcev zivilske dejavnosti.

ANG

All live bivalve molluscs, placed on the market for direct human consumption must comply with
the microbiological criteria laid down in Regulation (EC) 2073/2015 and health standards for
live bivalve molluscs, as defined in Chapter V of Section VII of Annex III of Regulation (EC) No.
853/2007 concerning the organoleptic characteristics and presence of marine biotoxins.
Shellfish harvesting areas in Slovenia are classified as B cathegory, in comparison with the
neighboring harvesting areas in Croatia and in Italy, in a lower category. Shellfish breeding
takes place in highly variable conditions with a number of external influences. Through the
analysis of the contamination of shellfish we wanted to determine whether certain Slovenian
harvesting areas could be placed in class A, which could result in a better market position of
the producers and reduce their production costs. Assessment of the sources of pollution in the
coastal waters, which affects the quality of seawater in harvesting areas, is useful information
and helps to determine the new locations for harvesting and possible expansion of the existing
ones. Yearly production of mussels, cultivated in Seca, Strunjan and Debeli Rti¢, increased to
500 tonnes in the last decade. The cost of production increases with the additional purification
in the depuration centre. With the study we determined the level of microbiological
contamination of harvested and wild mussels in the Slovenian coastal waters. In determining
the contamination, we focused on E. coli, hepatitis A virus and norovirus; in addition, we have
examined the samples of marine water from harvesting areas for the content of E. coli and
enterococci and we determined the content of metals in the Mediterranean mussel and in sea
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water. By monitoring the quality of seawater in shellfish harvesting areas and the impact of
environmental pollutants, we recorded the risk factors and made proposals to reduce such
risks. By knowing the risk factors and their correlation with the incidence of viruses in shellfish
we created a report with an emphasis on the food safety for all Slovenian harvesting areas.
These findings can be used by the responsible institutions in Slovenia to carry out more
effective control of the quality and safety of farmed seafood; they can also serve as guidance
and assistance for the food business operators in ensuring the safety of produced food for
which they are responsible. The research carried out in combination with risk assessments, in
particular in the field of viral contamination of shellfish, may be used by consumers as a
reference for the prevention of such infections. Data on the impact of environmental factors
such as characteristics of the sea (depth, tides, sea currents) and weather events, which were
monitored during the research, allow for an understanding of complex developments in the
marine ecosystem. The results of periodic monitoring of contamination in some shellfish
harvesting areas are useful for the planning of samplings for the purposes of official controls,
as well as for the needs of internal control operators.

11.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine

11.1. Vpetost raziskave v domace okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v domacih znanstvenih krogih
pri domadih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?..

| Gojitelji Skoljk.

11.2. Vpetost raziskave v tuje okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v mednarodnih znanstvenih krogih
pri mednarodnih uporabnikih

Navedite stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini
raziskovalnimi institucijami:12

[ |

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja:.:

I/ |

12.0znadite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri projektu, katere konkretne
rezultate ste dosegli in v kaksni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj
F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in ves¢in
Zastavljen cilj ® pa ONE
Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj ® pa ONE
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Rezultat I

Uporaba rezultatov |

F.03

Vedja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.04

Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj

®pa ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov |

F.05

Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.06

Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat I

Uporaba rezultatov |

F.07

IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj

O pa @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov I

F.08

Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.09

Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

O pAa @ NE

Rezultat I

\%

Uporaba rezultatov |

\%

F.10

Izboljsanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.11 |Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov
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F.12 (IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | \'4
Uporaba rezultatov I v

F.13 [Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | \'4
Uporaba rezultatov | V)

Izboljsanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

F.14
procesov
Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | \'4
Uporaba rezultatov I v

F.15 [Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | \'4
Uporaba rezultatov | v

F.16 [IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj ® paA ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.17 |[Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

F.18 konference)
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj ) pDA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.20 |(Ustanovitev novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj O pa @ NE

Rezultat |

\%

Uporaba rezultatov |

\%

F.21 [Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
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Zastavljen cilj O paA @ NE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.22 |IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj O DA @ NE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.24 Izl39|j§anje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat |
Uporaba rezultatov | v

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.26 |IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dedisc¢ine
Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov |

F.28 |Priprava/organizacija razstave
Zastavljen cilj O paA @ NE
Rezultat |
Uporaba rezultatov |

F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete
Zastavljen cilj O pA @ NE
Rezultat I
Uporaba rezultatov | v

F.30 [Strokovna ocena stanja
Zastavljen cilj @ pa O NE
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Rezultat I

Uporaba rezultatov

F.31 [Razvoj standardov

Zastavljen cilj O pA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.32 [Mednarodni patent

Zastavljen cilj O DA @ NE

Rezultat I

Uporaba rezultatov

F.33 |Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj DA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.34 [Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj ® pa O NE

Rezultat I

Uporaba rezultatov

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj O pA @ NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

Komentar

13.0znacite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobraZevanja @] @® @] @]
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobraZevanja O ® O O
G.01.03. |Drugo: @] @] @] @]
G.02 Gospodarski razvoj
G001 |nte: poucbe ot oJoJo]e
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov @] @] @] @®
G.02.03. |Znizanje strodkov proizvodnje O O O ®
G.02.04. é?:g?f:”je porabe materialov in O O O @
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G.02.05. |Razsiritev podro¢ja dejavnosti O C O ®
G.02.06. |Ve&ja konkurenéna sposobnost @] @] @] @®
G.02.07. |Vedji dele? izvoza @] @] @]
G.02.08. |Povelanje dobicka @] @] @] @®
G.02.09. |Nova delovna mesta [ 4] O [ 4] ®
G.02.10. ZDa";%silz:nbiLaZbe”e strukture O O O
G.02.11. |Nov investicijski zagon @] @] ® @]
G.02.12. |Drugo: @] @] @] @]
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. 'gz;manvor:giza razsiritev/posodobitev O @ O '
G.03.02. 'gz?anvor:gizo prestrukturiranje O ® O O
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij @® C @] C
G.03.04. |Drugo: O C O C
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja O O O
G.04.02. |Izbolj$anje vodenja in upravljanja @] @® @] @]
G.04.03. frf‘jg'vlf]ae”ﬁ delovanja administractie | © O O
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti O O O
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe @] @® @] @]
G.04.06. |Drugo: O O O O
Ohranjanje in razvoj nacionalne ~ ~ ~
G.05. naravne in kulturne dediséine in ® O QO
identitete
G.06. Varov.anje okolja in trajnostni e O @® O
razvoj - - -
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
G.07.01. .Informacijsko-komunikacijska ® @) '®) @)
infrastruktura
G.07.02. |Prometna infrastruktura ® @] [ 4] @]
G.07.03. |Energetska infrastruktura ® O O O
G.07.04. |Drugo: @] @] @] @]
G.08. Varovanje zdravja in razvoj '®) '®) ® '®)
zdravstvenega varstva
G.09. Drugo: O O O O
Komentar
/

14.I1zjemni dosezek v letu 201614

14.1. Izjemni znanstveni dosezZek
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[ |

14.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

I/ |

C. IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:
e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in to¢ni
e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za potrebe
ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS
e 5o vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki
so z vsebino zakljuCnega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta
e bomo sofinancerjem isto¢asno z zaklju¢nim porocilom predlozili tudi elaborat na zgoscenki (CD), ki
ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.

Podpisi:

zastopnik oz. pooblas¢ena oseba . vodja raziskovalnega projekta:
raziskovalne organizacije:

Univerza v Ljubljani, Veterinarska Andrej Kirbis
fakulteta

Datum: 1.3.2017

Oznaka porocila: ARRS-CRP-ZP-2017/11

1 Napigite povzetek raziskovalnega projekta (najve¢ 3.000 znakov v slovenskem in angle$kem jeziku). Nazaj

2 Napisite kratko vsebinsko porotilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite cilje iz
prijave projekta in napisite, ali so bili cilji projekta dosezeni. Navedite klju¢ne ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultate
in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi partnerji. Najve¢ 12.000 znakov vklju¢no s
presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vkljuéno s presledki (priblizno pol strani, velikost pisave 11).
Nazaj

4 V primeru odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v predlogu
raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine v zadnjem letu
izvajanja projekta, napisSite obrazloZitev. V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najve¢ 6.000 znakov vklju¢no s
presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

5 Navedite znanstvene dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpisete tako, da izpolnite COBISS
kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter
podatek, ali je dosezek uvrs¢en v A" ali A'. Nazaj

6 Navedite druzbeno-ekonomske dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta.

DruZbeno-ekonomski rezultat iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja
ter podatek, ali je dosezek uvrséen v A" ali A'.

Druzbeno-ekonomski dosezek je po svoji strukturi drugacen kot znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka je
praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek druzbeno-ekonomskega dosezka praviloma ni povzetek bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je

dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni
enoznacen izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr. prehod mlajSih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih
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nalogah, ali ustanovitev podjetja kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega poroéila) v primeru, da
katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. ni voden v sistemu COBISS). Najvec¢ 2.000 znakov,
vkljuéno s presledki. Nazaj

8 Pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja. Nazaj

9 Najvec 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
10 Najveé 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
11 Najve& 500 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
12 Najve€ 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
13 Najve¢ 1.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

14 Navedite en izjemni znanstveni doseZek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v letu
2016 (najvec¢ 1000 znakov, vklju¢no s presledki). Za dosezek pripravite diapozitiv, ki vsebuje sliko ali drugo slikovno
gradivo v zvezi z izjemnim dosezkom (velikost pisave najmanj 16, priblizno pol strani) in opis izjemnega dosezka (velikost
pisave 12, priblizno pol strani). Diapozitiv/-a prilozite kot priponko/-i k temu porocilu.

Vzorec diapozitiva je objavljen na spletni strani ARRS http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/, predstavitve dosezkov za
pretekla leta pa so objavljena na spletni strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/ Nazaij

Obrazec: ARRS-CRP-ZP/2017 v1.00
E7-5F-84-7F-01-98-DE-55-61-47-F6-7B-30-DB-CD-A2-85-23-DB-C8
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Priloga 1: Vsebinsko porocilo

Povzetek

Debelem rti¢u) smo v enoletnem obdobju vzor¢ili klapavice ter obenem izvajali tudi fizikalne meritve
morske vode (temperatura, pH, elektroprevodnost in koncentracija v vodi raztopljenega kisika).
Skupno smo izvedli 34 vzorCenj. V Skoljkah smo ugotavljali Stevilo bakterij E. coli, prisotnost
in enterokokov. Pri izoliranih sevih bakterij £. coli smo ugotavljali prisotnost genov, ki bakterijam
omogocajo patogeno delovanje ter njihovo odpornost na protimikrobna zdravila. Poleg
mikrobioloskih preiskav smo v Skoljkah preiskovali tudi vsebnost kovin: Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn,
Cd, Pb, Hg in As. V morski vodi smo analizirali vrednosti Sestih parametrov onesnazeval: prosti
baker, celokupni baker, nikelj, cink, sulfat in 6-valentni krom.

Podlaga za klasifikacijo S§kolj¢iS¢ so rezultati vecletnega spremljanja Stevila bakterij E. coli v
prodajo, potrebno precistiti (depurirati). S spremljanjem kontaminacije Skoljk preko celega leta,
veckrat mese€no, smo zeleli zbrati ¢im ve¢ podatkov in odstopanja povezati z morebitnimi vzro¢nimi
dogajanji v okolju (padavine, vetrovi, razli¢ni izpusti). Upostevali smo tudi rezultate uradnega
monitoringa zadnjih treh let. Trenutna zakonodaja za klasifikacijo Skoljk v razred A dolo¢a mejno
vrednost Stevila bakterij £. coli 230 MPN/100 g. S pregledom rezultatov 3-letnega obdobja, zbranih
v programu Nacionalnega monitoringa Skoljk, ki obsega mesecno vzorcenje, ugotavljamo, da

vvvvv

......

V nasi $tudiji smo evidentirali vse potencialne onesnazevalce morske vode in spremljali podatke, ki
so rezultati posameznih monitoringov na tem podro¢ju. Proucili smo morebitne dejavnike, ki bi lahko
bili vzrok za poviSane vrednosti bakterij E. coli v Skoljkah. Analizirali smo vzroke za poviSane
vrednosti bakterij E. coli, in tudi, v primeru ustreznih rezultatov, napisali priporocila za
prekategorizacijo Skolj¢isc.

V Sedi in Strunjanu je v obdobju vzorcenja prihajalo do posameznih poviSanih vsebnosti bakterij E.
coli v jesenskem obdobju, medtem ko tega na Debelem rti¢u nismo opazili. V obdobju med koncem
aprila in zacetkom avgusta, v glavni kopalni sezoni, v nobenem S$kolj¢iS€u ni bila presezena vrednost
230 MPN/100 g, oz. do prvega tedna septembra nobena 700 MPN/100 g mesa in intravalvularne

tekocine.

Prisotnost sevov E. coli, ki izlo€ajo beta-laktamaze z razSirjenim spektrom delovanja - ESBL (angl.
extended spectrum B lactamase) smo ugotovili pri 14,7 % (5/34) vzorcih prosto nabranih klapavicah
ob svetilniku na Debelem rticu, v 5,9 % (2/34) vzorcev iz gojiS¢a Seca, pri enakem odstotku tudi v
gojiscu Strunjan, medtem ko na Debelem rticu niso bili prisotni. V vseh primerih, kjer so bili ti sevi
prisotni, je bilo tudi Stevilo bakterij E. coli poviS§ano nad 230 MPN/100 g v mesu Skoljk.

Seve E. coli, ki smo jih izolirali iz klapavic, smo uvrstili v skupine po Clermontu in tako ugotovili ali
komenzalnih (skupine A0, Al, B1), 27,9 % pa potencialno patogenih (skupine B22, B23, D1, D2).
Na obmo¢ju Strunjana smo pri 4,9 % ugotovili tudi prisotnost gena eae in pri 1,6 % enterohemolizin
hlyen. Pri vzorcih iz Sece je bil delez komenzalnih in patogenih bakterij nekoliko vi§ji v korist prvih




(85,9 % : 14,1 %), pri sevih iz Debelega rti¢a podobno kot pri Strunjanu (73,1 % : 26,9 %) in tudi pri
prosto nabranih Skoljkah (75,0 % : 25,0 %). Pri vzorcih iz Sece, Debelega rti¢a in prosto nabranih
klapavic gena eae in hlyen nista bila prisotna, medtem ko verotoksinov (vtx/ in vix2) na preiskovanih
lokacijah nismo ugotovili.

Ugotovljena stopnja kontaminacije klapavic z norovirusi v je bila v gojisc¢u Seca 29,4 % (10/34), v
Strunjanu 54,50 % (18/33), na Debelem rticu 48.50 % (16/33) in pri prosto nabranih klapavicah ob
vsebovalo norovirusno RNA: 18,2 % (8/44) genske skupine GI, 43,2 % (19/44) genske skupine GII
ter 38,6 % (17/44) obe skupini. V zimskem obdobju je bila stopnja kontaminacije statisticno znacilno
vi§ja kot v poletnih mesecih. Virusa hepatitisa A v nobenem od preiskovanih vzorcev nismo
ugotovili. Tako ugotavljamo, da klapavice predstavljajo potencialno nevarnost za zdravje ljudi zaradi
vsebnosti norovirusov, vendar pa podatki o okuzbah v Sloveniji kazejo predvsem na prenos iz osebe
na osebo. Podatka, da bi bile vir okuzbe klapavice v Sloveniji nismo zasledili.

Vsebnosti Cr, Mn, Fe, Ni, Hg in Pb v mesu $koljk so bile najvi§je v zimskih mesecih, od januarja do
marca, vsebnost ostalih elementov v §koljkah pa se z letnimi €asi ni bistveno spreminjala.

Od Sestih merjenih parametrih onesnazeval v morski vodi smo statisticno znacilne razlike med
vzorénimi mesti ugotovili za koncentracije celotnega bakra, niklja in 6-valentnega kroma. Na podlagi
rezultatov sklepamo, da imajo na koncentracije teh spojin vecji vpliv lokalni kakor regionalni viri
onesnazenja. Statisti¢no znacilnih razlik med vzor¢nimi mesti nismo ugotovili za prosti baker, cink in
sulfat. Enake vrednosti analiziranih parametrov na vseh vzorénih mestih nakazujejo, da ima
pomemben vir onesnazenja vpliv na celotno obmocje slovenskega morja in s tem tudi na obmocja
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Summary

During a one year period 34 samplings of Mediterranean mussels (Mytilus galloprovincialis) and
seawater were carried out at three Slovenian shellfish harvesting areas (at Seca, Strunjan and Debeli
Rti¢) and in one location of wild Mediterranean mussels (at the lighthouse near Debeli Rti¢). Samples
of mussels were analysed for the presence of E. coli, norovirus and hepatitis A virus as well as for
metal content (Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Hg and As). Samples of seawater were analysed
for the presence of E. coli and enterococci and for six parameters of pollutants: free copper, total
copper, nickel, zinc sulphate and 6-valent chromium. The isolated E. coli strains were tested for the
presence of virulence genes and anti-microbial resistance. Measurements of physical parameters of
seawater (temperature, pH, conductivity and concentration of dissolved oxygen in the water) were
also carried out.

The classification of bivalve mollusc harvesting areas shall be carried out on the basis of multiannual
monitoring the number of E. coli in bivalve molluscs. Slovenian harvesting areas have been placed in
class B, which means that the shellfish must go under the depuration procedure. By monitoring the
contamination of shellfish throughout the year several times a month, we want to gather as much data
and tolerances associated with causal events in the environment (rain, wind, different releases). We
took into account the results of the official monitoring for the last three years. The current legislation
for the classification of shellfish in Class A states the limit of the number of E. coli 230 MPN / 100 g.
A review of the results of the 3-year period, collected in the program of national monitoring of
shellfish, comprising monthly sampling note that harvesting areas do not meet those requirements.
Even during the period of study at sampling up to three times a month, the individual results of all




shellfish farms exceeded the limit of 230 MPN / 100g.

In our study, we recorded all potential polluters of the sea water and monitor data that is collected
from a variety of monitoring. We examined the potential factors that could be the cause of elevated
levels of E. coli in bivalve molluscs. We have analysed the causes of elevated levels of E. coli, and
also, in the case of relevant results, write recommendations for the classification.

During the sampling period there were some individual high peaks of E. coli in the autumn period at
Seca and Strunjan harvesting areas, but not at Debeli rti¢. In the period between the end of April and
the beginning of August, the main bathing season, the value of 230 MPN/100 g, was not exceeded,
and to the first week of September no 700 MPN/100 g respectively.

E. coli strains beta-lactamases with extended spectrum of activity - ESBL tested positive in 14.7%
(5/34) of wild mussels collected at the lighthouse at Debeli rti¢, at 5, 9% (2/34) of the harvesting area
Seca, the same percentage also in Strunjan, while none was detected at Debeli rtic. The number of E.
coli was elevated in all samples where these strains were present,

E. coli strains isolated from mussels, were further classified according to Clermont to determine
whether the strains are commensal or pathogenic. From the Strunjan harvesting area 72.1% were
commensal strains of E. coli (Group A0, Al, B1) and 27.9% were potentially pathogenic (groups
B22, B23, D1, D2). In the Strunjan harvesting area 4.9% also carried eae gene, and 1.6%
enterohemolysin hlyen. In samples from the Sefa harvesting area the percent of commensal and
pathogenic bacteria was slightly higher in favour of the commensal (85.9%: 14.1%), in strains from
Debeli rti¢, like at the Strunjan harvesting area (73.1%: 26.9%) and in wild mussels (75.0%: 25.0%).
At the Seca and Debeli rti¢ harvesting areas, and also from wild mussels genes eae and hlyen were
not detected. Verotoxins (vtx/ and vix2) were not detected.

Mussels at the Seca harvesting area tested positive for noroviruses in 29.4% (10/34) at the Strunjan in
54.50% (18/33), at the Debeli rti¢ harvesting area in 48.50% (16/33). Wild mussels collected at the
lighthouse Debeli rti¢ tested positive in 67.70% (21/31). Of the 100 mussels from harvesting areas,
18.2% (8/44) tested positive for GI, 43.2% (19/44) for GII and 38.6% (17/44) for both genogroups. In
the winter period, the rate of contamination was significantly higher than in the summer months.
Hepatitis A virus was not detected. The mussels pose a potential threat to human health due to the
presence of noroviruses, but data on infection in Slovenia mainly reflected the transfer from person to
person, the information to be a source of infection mussels in Slovenia was not detected.

The concentration of Cr, Mn, Fe, Ni, Hg and Pb in shellfish flesh were highest during the winter
months, from January to March, but still below the limit of the regulation. The content of other
elements in the shellfish with the seasons did not change significantly.

Of the measured parameters of pollutants in seawater there were statistically significant differences
between sampling sites identified for concentrations of total copper, nickel and 6-valent chromium.
Based on the results we conclude that concentrations of these compounds are more influenced by
local then by regional sources of pollution. Statistically significant differences between sampling sites
for free copper, zinc and sulfate were not found. Equal concentrations of these parameters in all sites
indicate that a significant source of pollution rather similar impact on the entire area of the Slovenian
sea shell farms and probably regional.




Opis problema in ciljev

Skoljke so organizmi, ki se hranijo s precejanjem vode in s tem potencialno kopicijo mikroorganizme,
tudi patogene. Njihova kontaminacija je neposredno povezana z onesnazenjem morske vode. Skoljke
uvr§éamo med zivila z vi§jo stopnjo tveganja za zdravje, saj so pogost vzrok predvsem
gastrointestinalnih obolenj ljudi. Skoljke, ki se jedo surove, npr. ostrige, predstavljajo vedje tveganje
kot tiste, ki se uzivajo toplotno obdelane, kot na primer klapavice, saj ob toplotni obdelavi vecina
patogenih mikrobov propade. Zaradi mikrobioloskih dejavnikov, ki lahko negativno vplivajo na
zdravje ljudi, ko Skoljke uporabljajo kot Zivilo, je potrebno njihovo stanje spremljati in $koljke tudi
preciscevati, Ce je to potrebno.

V drzavah clanicah Evropske skupnosti morajo $koljke, ki so v prometu, izpolnjevati pogoje glede
prisotnosti morskih biotoksinov, bakterij vrste Salmonella spp. in glede dovoljenega Stevila bakterij
E. coli (Uredba (ES) st. 2073/2005, Uredba (ES) §t. 854/2004). Glede zagotavljanja varne hrane na
trgu je poleg nastetih preiskovanih parametrov pomembno tudi ugotavljanje prisotnosti bakterije V.
parahaemolyticus in virusov; norovirusov in virusa hepatitisa A. Uredba (ES) §t. 2073/2005 o
mikrobioloskih merilih za Zivila predvideva dolo¢itev meril za te parametre, ko bodo analitske
metode ustrezno razvite.

Vsi naSteti mikroorganizmi spadajo med povzrocitelje nalezljivih ¢revesnih bolezni. Pri ljudeh se
pojavljajo okuzbe s patogenimi sevi E. coli, tudi tistimi, ki izloCajo verotoksine (VTEC). Po podatkih
Evropskega centra za preprecCevanje in obvladovanje bolezni v Evropi ti sevi najpogosteje povzrocajo
hujSa obolenja otrok. Pogostnost tovrstnih obolenj ostaja v zadnjih nekaj letih v Evropi
nespremenjena, obCasno pa prihaja do mnozi¢nih izbruhov, med katerimi so zabelezili tudi smrtne
primere.

Norovirusi pri ljudeh povzrocijo 90 % vseh nebakterijskih gastroenteritisov in so vzrok Stevilnih
izbruhov bolezni, povezanih s hrano. Do okuzb z virusom hepatitisa A (VHA) prihaja redko.
Slovenija je po podatkih ECDC drzava z nizko stopnjo obolevnosti (ECDC, 2014). Najveckrat se
virus prenese s stikom z obolelo osebo, redkeje pride do okuzbe s hrano ali vodo.

Problematika mikrobioloSke kontaminacije Skoljk, gojenih v nasSih vodah, Se ni bila v celoti
raziskana. Slovenski del Jadranskega morja predstavlja le manjSi del severnega Jadrana. Severni
Jadran je morje zalivskega tipa. Zanj so znacilne slaba cirkulacija vodnih mas, plitvost, izdatni vplivi
celinskih voda in izpiranje fliSnega zaledja (Sotlar, 2000). Nastete znacilnosti dajejo severnemu
Jadranu in naSemu delu obalnega morja pecat ekoloSke nestabilnosti, zato so negativni vplivi
posameznih dejavnikov na njegovo kakovost bolj izraziti kot v globljih bolj odprtih morjih. Zaradi
izdatnih vplivov celinskih voda na celotno obmocje severnega Jadrana (slika 1), je slovenski del
Jadranskega morja pod velikim vplivom onesnaZevanja sosednjih drzav in torej lahko govorimo o
regionalnem vplivu na stanje voda. Velike reke, ki pritekajo predvsem z italijanske obale s seboj
prinasajo izdatne koli¢ine moc¢no onesnazenih voda (Sotlar, 2000). Poleg regionalnega vpliva t.j.
onesnazenja, ki ga v severni Jadran prinesejo reke (npr. Reno, Pad, Adiza, Tagliamento, Soca), je
onesnazenost severnega Jadrana posledica tudi gospodarskega in urbanega razvoja severnojadranskih
obalnih mest z zaledjem. Na stanje voda oz. izmerjene koncentracije onesnazeval v vodi poleg
regionalnih virov vplivajo tudi lokalni viri onesnazenja. V nadaljevanju podajamo lokalne vire
onesnazevanja in oceno koli¢ine onesnazeval na obmocju gojisca Skolj¢is¢ v slovenskem morju. Na
podlagi rezultatov analize primerjave koncentracij izmerjenih vrednosti onesnazeval v vodi na
obmocju gojisca skolj¢is¢, ki smo jih izvedli v okviru projekta v obdobju 2014-2015, podajamo
oceno o moznem vplivu regionalnih in lokalnih virov onesnazenja.




Slika 1: Vecje reke (modre Crte) prispevnega obmocja severnega Jadrana. Vir: www.meteoweb.eu

Onesnazenje morja, katerega posledica so kontaminirane $koljke, je posledica neurejenih komunalnih
razmer ob morju, ob rekah, ki se zlivajo v morje ter tudi intenzivnega ladijskega prometa. Obala
slovenskega morja je dolga 46 km in je precej naseljena, kar predstavlja Se dodaten obremenilni
dejavnik za morsko okolje. Iz ob¢ine Piran so izpusti fekalnih odplak napeljani direktno v morje s
tako imenovanim podmorskim izpustom. Tovrstni izpusti povzro¢ajo fekalno onesnazenje voda ter
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Na mikrobioloSko onesnazenost morja ob slovenski obali imajo lahko vpliv razli€ni wviri
onesnazevanja ob slovenski obali ter izpusti odpadnih voda iz plovil. Vire onesnazevanja ob
slovenski obali lahko razdelimo na:
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- izpuste neociscenih ali slabo o¢is¢enih komunalnih odpadnih voda v morje,

- izpuste slabo oc¢is¢enih odpadnih voda iz komunalnih ¢istilnih naprav v reke, ki se izlivajo v
motje,

- izpuste slabo ocisCenih tehnoloskih odpadnih voda iz kopnega v morje,

- izpuste odpadnih voda iz plovil v morje,

- disperzne vire onesnazevanja iz obale (kmetijstvo, gospodinjstva, meteorne odpadne vode),

- povecano obremenjenost voda v Casu turisti¢ne sezone,

- kontaminirano vodo, ki jo prinese morski tok in

ey

Gojisca uzitne klapavice (Mytilus galloprovincialis) so v seCoveljskem zalivu (Seca), Strunjanu in na
Debelem rticu. Globina morja v tem podrocju je 5 do 13 metrov, dno je muljasto, delno pa je
preras¢eno z morsko travo.

Zakonodaja na tem podrocju opredeljuje zahteve glede kakovosti morja za gojenje $koljk (Direktiva




2006/113/ES o zahtevah glede kakovosti voda, primernih za lupinarje) ter opredeljuje spremljanja
stanja teh voda s pravilnikom - »Pravilnik o monitoringu kakovosti povrSinske vode za Zivljenje in
rast morskih Skoljk in morskih polzev (Ur. 1. RS, §t. 71/2002)«. Kakovost odpadnih voda, ki lahko
odtekajo v morje, opredeljuje »Uredba o emisiji snovi in toplote pri odvajanju odpadnih vod v vode
in javno kanalizacijo (Ur.l. RS, st. 47/2005, 45/2007, 79/2009 in 64/2012)«. Izpusti odpadnih voda iz
komunalnih ¢istilnih naprav imajo nizje kriterije glede kakovosti odpadne vode, v primerjavi s
kriteriji iz zgoraj navedene uredbe. Na obali Se vedno predstavljajo najvecji vir onesnazevanja morja
prav komunalne odpadne vode, ki so relativho slabo ociS€ene. V naSi raziskavi smo proucili
povzrocitelje onesnazevanja morskega okolja, predvsem tiste iz priobalnega pasu) ter mikrobiolosko
stanje Skoljk (E. coli, enterokoki, norovirusi, VHA). Ovrednotili smo kontaminacijo Skoljk na
posameznih podrocjih, tako glede prisotnosti patogenih mikrobov (norovirusi, VHA) kakor tudi glede
kvantitativne prisotnosti indikatorskih mikrobov (E£. coli), ki so pokazatelj stopnje fekalne
onesnazenosti. Bakterije E. coli so ve¢inoma komenzalni mikroorganizmi, nekateri pa so lahko
patogeni. Pri nekaterih izoliranih sevih E. coli smo ugotovili prisotnost razli¢nih genov, ki bakterijam
omogocajo patogeno delovanje, pri nekaterih tudi odpornost na protimikrobna zdravila. Vzporedno z
vzorcenjem Skoljk in vode smo spremljali tudi okoljske dejavnike, kot so padavine, plimovanje,
vetrove in morske tokove na teh obmocjih.

v v

Uredba (ES) 8t. 854/2004 doloca, da so Skolj¢iS¢a glede na stopnjo fekalne onesnazenosti lahko
uvrS€ena v razred A, ¢e je kontaminacija Skoljk ovrednotena z manj kot 230 bakterij E. coli v 100
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ljudi. Vrednosti bakterij E. coli iz podrocij, ki so uvrscena v kategorijo B, ne smejo presegati 4600 +
10 % v 100 g in so na trziscu lahko le po obdelavi v obratu za preci§cevanje ali po ponovni nasaditvi.
Nova Uredba 2015/2285, ki za¢ne veljati s 1. 1. 2017, namesto trenutne meje E. coli - 230 MPN/100g

za Skoljke kategorije A za 20 % rezultatov dopusca vrednosti <700 MPN/100g.

V statisti¢no vrednotenje rezultatov kontaminacije $koljk z bakterijami E. coli smo vkljucili rezultate
pridobljene v Casu Studije ter rezultate pridobljene za namen Nacionalnega monitoringa Skoljk, ki se
je izvajal v tem obdobju. Naroc¢nik vsakoletnega Nacionalnega monitoringa Skoljk je Uprava
Republika Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (UVHVVR), od katerega smo
pridobili soglasje za vkljucitev teh dodatnih rezultatov v obdelavo. Proucili smo nihanja v stopnji
smo bili pozorni na ob¢asno povisano koncentracijo indikatorskih mikrobov ter glede na ugotovljene
vrednosti proucevali moznosti glede kategorizacije posameznih obmocij gojenja skoljk.

V prvi fazi raziskovalnega projekta smo preucili podatke vsakoletnih monitoringov okolja in ocenili
koli¢ine organskih onesnazevalcev. Analizirali smo tudi rezultate kontaminacije S$koljk v zadnjih
letih, ki so bili pridobljeni z Nacionalnim monitoringom 38koljk, ki ga letno izvaja UVHVVR. Na
podlagi Ze izvedenih preiskav smo ugotovili stanje mikrobioloske kontaminacije na posameznih
v naravnem rasti§¢u klapavic. Sprva smo nacrtovali ob piranski Punti, vendar je $koljk tam premalo,
nato smo se osredotocili na Ronek ob Izoli, vendar, ker je to mesto na meji naravnega parka in
zavarovano ter logisticno tezavno smo se odlo¢ili, da bomo Skoljke pobirali ob svetilniku na Debelem
rticu.

Evidentirali smo povzrocitelje oziroma vir onesnazenja, ki posledi¢no predstavljajo vir (bakterijske in
virusne) kontaminacije proizvodnega obmocja Skoljk. Proucili smo koli¢ine organskih
onesnazevalcev, sproscenih v razli¢nih letnih obdobjih glede na sezonska nihanja v obmocju ulova,
vklju€ujo¢ podatke o padavinah, ¢iS€enju odpadnih voda ter opredelili stopnjo vira onesnazevanja.
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na Debelem rticu ter v naravnem rastiS¢u $koljk svetilniku na Debelem rticu. V obdobju 13 lunarnih
mesecev smo trikrat mesecno odvzeli vzorce Skoljk in vode in ob tem spremljali oziroma merili ve¢
fizikalno - kemijskih parametrov. Opravljali smo mikrobioloske in kemijske preiskave $koljk.

V tretji fazi smo interpretirali rezultate testiranja vzorcev v nasi Studiji. Zbrali in analizirali smo tudi
podatke predhodnih $tudij glede kontaminacije $koljk in izdelali oceno tveganja.

Analizirali smo podatke o gibanju koncentracije bakterij £. coli v Skoljkah in ovrednotili vplive
vzporedno merjenih parametrov. Pri izoliranih bakterijah smo ugotavljali tudi njihovo odpornost proti
protimikrobnim snovem in faktorje patogenosti. Z podrobno analizo ze pridobljenih rezultatov in z
rezultati tekom projekta smo pridobili natancen presek stanja posameznega $kolj¢is¢a. Dolocili smo
vplive cirkulacije onesnazevalcev s pomocjo vzorcev tokov, batimetrije in ciklusa plimovanja na
proizvodnih obmocjih in obmocjih prostega nabiranja Skoljk. Proucili smo stopnjo kontaminacije
analizirali smo podatke predhodnih $tudij glede kontaminacije Skoljk in izdelali oceno tveganja.
Proucili smo tudi pojavljanje virusov na posameznih lokacijah in ugotavljali morebiten vpliv bliznjih
vecjih izpustov fekalnih odplak. Z nacrtovanimi raziskavami smo dobili vpogled v problematiko
pojavljanja fekalnih onesnazevalcev pri gojenju Skoljk. S sistemati¢éno opravljenimi analizami v
samih Skolj¢is¢ih in ob socCasnih odvzemih vzorcev vode podajamo vzrocne povezave med
dogajanjem v morskem ekosistemu in v samih Skoljkah. Dobljeni rezultati bodo UVHVVR RS lahko
v pomo¢ pri dolocitvi najustreznejSe kategorizacije proizvodnje $koljk v tem segmentu marikulture.

Kratek povzetek klju¢nih ugotovitev iz literature

Na slovenski obali so prisotna velika nihanja koli¢in in obremenjenosti odpadnih voda na iztokih v
morje. To je povezano predvsem s turisti¢no dejavnostjo, zaradi katere se v turisti¢ni sezoni bistveno
povecata koli¢ina in obremenjenost odpadnih voda. Medtem ko so nekateri veliki industrijski
onesnazevalci svojo dejavnost zmanjSali oziroma so jo zaprli (Tomos, Delamaris, Iplas, itd.), je v
zadnjem obdobju svojo dejavnost poveCevala Luka Koper. Z aktivnostmi luke je povezano
neposredno in posredno onesnazevanje. Najvecji delez temu prispevajo plovila, ki prihajajo v Luko
Koper, saj na vsaki ladji nastajajo komunalne, tehnoloSke odpadne in tudi balastne vode, v katerih so
lahko tudi mikroorganizmi ter rastlinske in zivalske vrste, ki so na§emu morskemu ekosistemu tuji.

vvvvv

priglasitve nosilca Zzivilske dejavnosti pri krajevno pristojnem obmoc¢nem uradu Uprave za varno
hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin (UVHVVR). Za pripravo uradnih programov klasifikacije pa so
odgovorni pristojni organi, in glede na zahteve v Prilogi II k Uredbi (ES) st. 854/2004. V drzavah
Clanicah Evropske skupnosti morajo Skoljke, ki so v prometu, izpolnjevati pogoje tudi glede
dovoljenega stevila bakterij E. coli (Uredba (ES) §t. 2073/2005, Uredba (ES) §t. 854/2004. Odstavek
2 poglavja II dela A Priloge II k Uredbi (ES) s§t. 854/2004 doloca, da mora pristojni organ klasificirati
proizvodno obmocje, iz katerega dovoli nabiranje zivih $koljk, kot eno od treh kategorij, glede na
stopnjo fekalne onesnazenosti. V razred A so uvrScene Skoljke, ki vsebujejo manj kot 230 MPN E.
coli v 100 gramih mesa in intravalvularne tekoc¢ine in so lahko na trgu neposredno za prehrano ljudi.
Skoljke iz podrogij, ki so uvriena v kategorijo B, ne smejo presegati 4600 = 10 % E. coli v 100 g in
so na trziS¢u za neposredno prehrano ljudi samo po obdelavi v obratu za prec¢is¢evanje ali po ponovni
nasaditvi. Kontaminacija $koljk iz razreda C ne sme preseci 46.000 bakterij E. coli v 100 g. Skoljke,




nabrane iz tega proizvodnega obmocja, lahko damo na trg po daljs$i ponovni nasaditvi. Nova Uredba
2015/2285, ki zacne veljati s 1. 1. 2017, namesto sedanje mejne vrednosti za stopnjo kontaminacije z
E. coli, ki je 230 MPN/100g skoljk za kategorijo A, pri 20 % rezultatov dopusca vrednosti < 700
MPN, ce je preostalih 80 % rezultatov vrednosti <230 MPN v 100g.
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pred prodajo na trg precisti (depurira). Postopek depuracije pa ni u€inkovit za odstranjevanje virusov.

V letih 2003 in 2004 je bilo Stevilo 230 MPN/100g presezeno v povprecno 10 % testiranih Skoljk,
Stevilo 4600 /100 g pa le izjemoma (v manj kot 1 % vzorcev) (Biasizzo in sod., 2005). Tudi v
Porocilu o zoonozah in povzroditeljih zoonoz v letu 2012 (UVHV VR, 2013), ki povzema podatke o
kontaminaciji Skoljk iz obdobja od 2007 do 2012, ugotavljajo, da je 91,2 % vzorcev ustrezalo
pogojem za cono A, vsi vzorci pa pogojem za cono B.

O posami¢nih poviSanjih vrednosti bakterij E. coli poro€ajo tudi iz drugih drzav in opozarjajo na
obcCasno povecanje kontaminacije v povezavi s kmetijstvom (Kay in sod., 2008). Crowther in sod.
(2011) porocajo o vplivu industrijskih in komunalnih izpustov in odplak, ki so posledica kmetijske in
zivinorejske dejavnosti ter meteornih voda iz urbanih podrocij.

Vecina sevov E. coli je komenzalov, nekateri pa so patogeni in nosijo v svojem genomu zapise za
virulen¢ne dejavnike, kot so adhezini, enterohemolizini, avtotransporterji, toksini in dejavniki za
izogibanje imunskemu sistemu. Dejavniki virulence loCujejo potencialno patogene seve od
komenzalnih c¢revesnih sevov (Johnson, 1991). Intimin je protein zunanje membrane in je edini
¢revesni kolonizacijski dejavnik, ki je bil doslej identificiran pri sevih EHEC. Ima gen eae za intimin
in je izrazen tako pri sevih EPEC kot tudi pri EHEC (Delahay in sod., 2001). Plazmidi, ki jih pogosto
najdemo pri sevih O157:H7, kodirajo gen za enterohemolizin ehxA (Schmidt in sod., 1994).
Verotoksini (VT) so podobni Sigatoksinom, ki jih proizvaja bakterija S. dysenteriae tipa 1 (Karmali in
sod., 2010). Poznamo dve glavni skupini verotoksinov VT1 in VT2 in dva podtipa VT2c in VT2d.
Viri bakterij, ki sintetizirajo VT, so pogosto zdrave domace zivali, zlasti govedo. Z iztrebki okuzenih
zivali se $irijo v okolje, v vodo, na zelenjavo in sadje (Trkov in sod., 2008). V prebavilu goveda je
najveckrat prisoten verotoksin tipa VT2c (Frohlich in sod., 2009).

Seve E. coli delimo v §tiri glavne filogenetske skupine: A, B1, B2 in D, po metodi, ki so jo opisali
Clermont in sodelavci (2000). Gre za primerjavo nukleotidnih zaporedij kromosomskih odsekov
razli¢nih sevov E. coli, s pomnozevanjem genov chud in yjaA ter fragmenta TspE4.C2. Gen chud je
odgovoren za transport Zeleza v enterohemoragi¢nem sevu O157:H7, funkciji gena yjad in fragmenta
DNA TspE4.C2 pa trenutno $e nista poznani.

Zaradi dolgotrajne in pogosto tudi neupravi¢ene rabe protimikrobnih zdravil v humani in veterinarski
medicini je privedlo do pridobljene odpornosti bakterij proti razlicnim skupinam antibiotikov
(Livermore, 2009). Eden izmed pomembnih mehanizmov odpornosti je tvorba encimov za razgradnjo
antibiotikov, geni za te encime pa se najveCkrat nahajajo na mobilnih genetskih elementih kot so
plazmidi. V skupino bakterij, ki v zadnjih letih povzrofajo najve¢ tezav v javnem zdravstvu,
uvr§éamo bakterije, ki izloCajo beta-laktamaze z razSirjenim spektrom delovanja - ESBL (angl.
extended spectrum f3 lactamase) in/ali AmpC ter imajo mehanizme za odpornost proti kinolonom.

V tkivu 8koljk se prav tako lahko nahajajo norovirusi in virus hepatitisa A. Norovirusi so genetsko
zelo raznolika skupina virusov iz druzine Caliciviridae. Humani sevi spadajo v genske skupine I, II in
IV. Znotraj genskih skupin razlikujemo Stevilne genotipe. Najvecji del okuzb z norovirusi povzrocajo




sevi iz genske skupine II, predvsem genotip 11.4. Za detekcijo norovirusov in HAV uporabljamo
molekularne metode: verizna reakcija s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR) in
RT-PCR v realnem casu (real-time RT-PCR). Z norovirusi in virusom hepatitisa A se okuzimo
kontaktno oz. z zauzitjem kontaminirane hrane oz. vode. Izvor okuzb so lahko tudi S$koljke.
Norovirusi se v Skoljkah ne razmnoZzujejo, se pa v njih koncentrirajo. Na prebavne zleze Skoljk se
vezejo aktivno, z ogljikovodikovimi vezmi. Tako vezani lahko ostajajo v Skoljkah ve¢ tednov kljub
prec¢is¢evanju, medtem ko lahko bakterije iz Skoljk uspe$no odstranijo v krajSem casu. Inkubacijska
doba pri ljudeh traja 1-3 dni. Znaki okuzbe so poslabSanje pocutja, poviSana telesna temperatura,
pojavita se bruhanje in driska. Simptomi po dveh ali treh dneh izzvenijo. Raziskovalci ugotavljajo, da
pri¢ne Stevilo norovirusnih okuzb pri ljudeh nara$cati v jesenskem obdobju (v oktobru in novembru).
Vrh obicajno dosezejo januarja, nato pa se Stevilo obolelih zmanjsa (Vinjé in sod., 1997; Koopmans
in sod., 2000).

Z raziskavami na podrocju prisotnosti norovirusov v Skoljkah smo v Sloveniji priceli v letu 2004,
aktivneje pa jih izvajamo od leta 2006 dalje. V raziskavi, ki je bila opravljena v Sloveniji v obdobju
2006-2008, je bila norovirusno RNA najveckrat ugotovljena v klapavicah, nabranih v hladnejsih
mesecih, delez kontaminiranih klapavic pa je bil v povprecju 16,7 % (Henigman, 2012). Glede na
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prosto zivecih klapavicah iz okolice Pirana.

Virus hepatitisa A je brez ovojnice in vsebuje pozitivho polarno enovijacno RNA. Je eden izmed
najmanjsih virusov. Uvr§¢amo ga v rod Hepatovirus in druzino Picornaviridae. Razlikujemo Sest
virusnih genotipov (Robertson in sod., 1992). Genotipi I, 11, III so patogeni za ljudi, medtem ko so
genotipe IV, V in VI ugotovili le pri opicah (Robertson in sod. 1992; Arauz-Ruiz, 2001). Pri ljudeh
sta najpogostejSa genotipa I (podtipa A in B) in III (podtipa A in B). Osemdeset odstotkov okuzb
predstavlja genotip I, precej manj genotip III. Genotip IA je bolj razsirjen kot genotip IB in se
pojavlja pri ljudeh po celem svetu, medtem ko se genotip IB pojavlja le v mediteranskih dezelah.
Viruse genotipa III so ugotovili pri ljudeh na Svedskem, Indiji in Nepalu (Khanna in sod., 1992).
Virus je zelo odporen na zamrzovanje, UV-zarke, pH (obstojni so v obmoc¢ju pH od 3-4 do 9-10) in
razkuzila (Siegl in sod., 1984). Tudi v organski snovi kot so fekalije, lahko virus ostane kljub susenju
infektiven Se en mesec (McCaustland in sod., 1982). V vodi, vodnih usedlinah ali §koljkah ostaja ve¢
tednov ali mesecev (Bosch, 1995). V Sloveniji je bilo v letu 2012 11 prijavljenih primerov, s tem je
bila stopnja incidence 0,5 na 100.000 prebivalcev. Na podlagi dosedanjih raziskav, ki smo jih izvajali
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Zaradi nevarnosti prenosljivih bolezni povezanih z uzivanjem Skoljk je vecina drzav sprejela
sanitarne ukrepe. V Evropski uniji so leta 1993 sprejeli predpise (European Directive 91/492/EEC), ki
dolocajo testiranje Skoljk in vode, v kateri jih gojijo, na prisotnost dolocenih bakterij (Salmonella spp.
in Escherichia coli) z bakterioloskimi analizami. Bakterioloski nadzor je dober pokazatelj fekalnega
onesnazenja, vendar so lahko Skoljke, ki wustrezajo bakterijskim standardom, kljub temu
kontaminirane z virusi. Virusi ostanejo v morskem okolju daljsi ¢as kot bakterijski patogeni.

Po zahtevah uredbe je potrebno za kovine (kadmij, svinec, Zivo srebro) zagotoviti tudi dolgoro€no
analizo trenda njihove prisotnosti v sedimentu in/ali zivih organizmih. Analize sedimenta in mesa
Skoljk mediteranske klapavice se Ze vrsto let izvajajo v okviru Barcelonske konvencije (Sklep sveta z
dne 22. oktobra 1999

o sklenitvi Protokola o posebej zavarovanih obmocjih in biotski raznovrstnosti v Sredozemlju ter o
sprejetju prilog k navedenemu protokolu in v okviru izpolnjevanja zahtev direktive o kakovosti vode
za zivljenje in rast morskih $koljk in morskih polzev (Ur. 1. RS, §t. 71/2002). Analize sedimenta se
opravijo enkrat letno, analize mesa $koljk pa dvakrat letno (kadmij in zivo srebro).




Metode dela

Vzoréenje $koljk

......
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Debelem rticu.

Vzoréenje smo razdelili na 13 lunarnih mesecev. V vsakem lunarnem mesecu smo opravili tri
vzorcenja: prvo ob najvecji plimi - ob polni luni (§¢ipu), drugo ob zadnjemu krajcu in tretje ob
najvecji oseki - prazni luni (mlaju). Skupno smo v vsakem obmocju v enoletnem obdobju opravili 34
vzorcenj klapavic in vode. V petih primerih smo zaradi moc¢nega vetra namesto predvidenih terminov
vzorcenje prestavili na prvi dan po ustreznih razmerah in tako zajeli tudi razmere po mo¢nem vetru.

Vzorcenje je bilo opravljeno trikrat mese¢no glede na lunine mene. Ob vsakem vzoréenju smo v
morski vodi merili temperaturo, vsebnost kisika, pH, oksidoredukcijski potencial (ORP), prevodnost,
tlak in hitrost morskega toka. Ob vsakem obisku smo odvzeli vzorce morske vode za kemijske analize
ter Skoljke in morsko vodo iz tega obmocja za bakterioloske preiskave. Jemanje vzorcev je potekalo
po nacrtu, z vsakokratnim dogovarjanjem z gojitelji $koljk, saj je bilo v primeru mocnega vetra
(>13kts) vzorcenje prestavljeno. VzorCenje smo zaradi vetra morali prestaviti petkrat: namesto
predvidenega 4. 2. smo vzor¢ili po burji 10. 2., namesto 5.3. smo vzor¢ili 10. 3., namesto 4. 4. smo
vzoréili 8. 4., iz 31. 7. smo prestavili na 3. 8., ter iz 28. 9. na 5. 10. 2015. Vzorcenje, ki je bilo
nacrtovano Vv soboto, smo prestavili na petek, vzorcenje, ki bi moralo biti v nedeljo pa na ponedeljek.
V obdobju vzorcenja smo tako zajeli pogosteje tudi obdobje po moc¢nih vetrovih, in tudi po moc¢nih
nevihtah.

Merjenje morskih tokov in kemijske analize morske vode

Vzoréenje smo izvajali tako, da smo poleg jemanja vzorcev morske vode in Skoljk merili tudi
fizikalne parametre: temperaturo, pH, oksigenacijo, ORP, koncentracijo v vodi raztopljenega kisika,
prevodnost in hitrost morskih tokov. Meritve sploSnih fizikalno-kemijskih parametrov in vzorcenje
vode za analize onesnazeval smo izvedli v 34 terenskih dneh v obdobju enega leta med 6.
novembrom 2014 in 28. oktobrom 2015. Splo$ne fizikalno-kemijske parametre smo merili na devetih
postajah - odvzemnih tockah. Meritve smo izvedli z multimetri¢no sondo (YSI, USA). Koncentracije
onesnazeval smo analizirali iz vzorcev nabranih na Stirih postajah: Debeli rti¢ 819, Debeli rti¢
svetilnik, Seca 904 in Strunjan 818. Analizirali smo vrednosti Sest parametrov onesnazeval: prosti
baker, celokupni baker, nikelj, cink, sulfat in 6-valentni krom. Analize smo izvedli z uporabo
photometra (YSI 9300, USA) in reagentov za predhodno pripravo vzorca (YPM281 Chromium,
YPM186 Copper, YPM281 Nickel, YPM154 Sulfate, YPM148 Zinc). Vzorci so bili pred meritvijo
pripravljeni v skladu s priloZenimi protokoli.

Razlike med vzorénimi mesti v vrednosti onesnazeval smo ugotavljali na podlagi neparametri¢nih
testov ve¢ odvisnih vzorcev. Izvedli smo Friedmanov test z uporabo »post-hoc« Wilcoxonovega testa
predznacenih rangov. Rezultate smo grafi¢no prikazali z uporabo linijskih diagramov in grafikonov
kvartilov. Statisti¢éne analize smo izvedli s pomoc¢jo SPSS 21 (IBM, 2012).




Kemijske analize v §koljkah

V klapavicah smo enkrat mese¢no v obdobju od januarja do oktobra 2015 dolocili vsebnosti Cr, Mn,
podobne velikosti. Skoljke smo pred homogenizacijo izmerili in stehtali ter po odprtju dologili maso
mehkega tkiva. Meso vseh deset Skoljk smo zdruzili in homogenizirali ter razklopili s pomocjo
mikrovalov. V teflonsko posodo smo odtehtali 0,5 g vzorca dodali 4,5 ml Milli-Q vode, 3 ml 65 %
HNO3 ter 0,5 ml H202 ter jih razklopili v zaprtem mikrovalovnem sistemu Milestone Start D.
Vzorce smo segreli na 200 °C in nato vzdrzevali to temperaturo Se 30 minut. Po razklopu smo vzorce
razredCili z Milli-Q vodo do volumna 20 ml. Pred meritvijo smo vzorce dodatno razred¢ili in sicer
smo 2 ml vzorca dodali 5 ml Milli-Q vode. Vsak vzorec smo razklopili in analizirali dvakrat.
Vsebnost elementov v raztopini smo dolo€ili z induktivno sklopljeno plazmo masno spektrometrijo
(ICP-MS) z in§trumentom Varian 820-MS (Mulgrave, Australia). Dolo¢evanje arzena z ICP-MS moti
nastajanje poliatomskih ionov, ki imajo enako maso kot arzenov izotop. Da bi odstranili omenjene
interference, smo pri dolocevanju arzena uporabili kolizijsko reakcijsko celico (CRI) v katero smo
uvajali vodik s pretokom 70 ml/min. Merili smo sledece izotope (m/z): Cr: 53, Mn: 55, Fe: 57, Co:
59, Ni: 60, Cu: 63, Zn: 66, , Cd: 111, Pb: 206+207+208, Hg: 202 in As: 75 (CRI plin). Rezultate smo
ovrednotili s pomoc¢jo eksterne umeritvene krivulje, ki smo si jo pripravili z razredc¢itvijo multi
elementnega standarda (Merck), ki vsebuje As, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se,
Sr, Ti, Tl, V in Zn, v koncentraciji 100 mg/l. Skupaj z vzorci smo analizirali certificiran referen¢ni
material (ERM — CE278k mussel tissue), in po potrebi korigirali rezultate z izkoristkom.

Ugotavljanje Stevila bakterij E. coli v vzorcih §koljk

V vzorcih klapavic smo ugotavljali Stevilo E. coli z metodo MPN (most probable number) ISO/TS
16649-3, ki je referentna metoda za ta namen. Sterilno smo odvzeli 50 g celotne vsebine $koljk, jo
homogenizirali z devetkratno koli¢ino fizioloSke slane raztopine, nasadili v S§tirih razli¢nih
razredCitvah na gojis¢e MMMB (Mineral modified medium broth) ter inkubirali 24 ur pri 37 °C£1 .
Glede na spremembo barve gojis¢a smo z zanko vsebino epruvete sterilno precepili na gojisce
Tryptone bile-glucuronic medium (TBX), inkubirali 18 do 24 ur pri 44 °C+1 in pregledali plosce ter
rezultate interpretirali.

Ugotavljanje bakterij E. coli in fekalnih enterokokov v morski vodi

Ugotavljanje Stevila bakterij E. coli in fekalnih enterokokov v morski vodi smo izvedli z uporabo
metode MPN s 5 epruvetami in dvema razred¢itvama. Uporabili smo obogatitveno gojis¢e Andrade
lactose peptone water v epruvetah z vstavljeno Durchamovo cevko. V primeru spremembe barve po
inkubaciji 48 ur pri 37°C, ki kaZe na prisotnost bakterijskih onesnazevalcev, smo vzorec iz vsake
spremenjene epruvete precepili na gojiSce Slanetz bartley agar ter ga inkubirali 48 ur pri 37 °C.
Znacilne kolonije za fekalne enterokoke so na gojisc¢u viSnjevo rdece barve. Ko se je poleg
spremenjene barve gojis¢a v cevki pojavil zraéni mehurcek, smo iz teh epruvet vzorec precepili na
kromogeno selektivno gojis¢e Trypton bile glucuronide agar ter plosce inkubirali pri 44 °C 24 ur.
Rezultate smo ovrednotili glede na Stevilo uporabljenih in pozitivnih enot, skladno z nacinom
interpretacije za MPN metode (ISO 7218).




Ugotavljanje bakterij E. coli z razSirjenim spektrom beta laktamaz
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protokolom, ki ga predpisuje Evropski referenc¢ni laboratorij za ugotavljanje odpornosti proti
protimikrobnim zdravilom (EU-RL AMR, EU Reference Laboratory for Antimicrobical Resistance).
Pred preiskavo smo klapavicam odstranili pesek in alge, za izolacijo bakterij pa smo uporabili celotno
vsebino Skoljk brez lupine. Sterilno smo odvzeli 25 g vzorca, mu dodali 225 mL peptonske vode
(Buffered Peptone Water, Biolife) in ga homogenizirali. Tako pripravljen vzorec smo nato inkubirali
20 ur pri 37°C in ga naslednji dan precepili na trdno selektivno gojis¢e (ESBL agar, BioMerieux,
Francija). Po 24-urni inkubaciji pri 37°C, smo porasle kolonije, ki so morfolo§ko ustrezale bakterijam
E. coli, precepili na osnovno trdno gojis€e krvni agar (blood agar base, Oxoid) za ¢isto kulturo in jih
nato identificirali do vrste s pomocjo sistema MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectomtry - Bruker, MALDI Biotyper, Bruker Daltonics,
ZDA), ki temelji na principu masne spektrometrije.

Pri vseh izolatih E. coli smo prisotnost ESBL/AmpC dolocili fenotipsko na osnovi testiranja
obcutljivosti za indikatorske antibiotike z doloCanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIK).
Testiranje smo opravili na komercialno pripravljenih mikrotitrskih plo§¢ah EUVSEC, ki vsebuje 14
razliénih antibiotikov in plo§¢ah EUVSEC2, ki vsebujejo 10 razli¢nih antibiotikov (Sensititre®
TREK, Thermo scientific). S plos§¢o EUVSEC smo testirali naslednje antibiotike: ampicilin (AMP),
azitromicin (AZI), cefotaksim (FOT), ceftazidim (TAZ), kloramfenikol (CHL), ciprofloksacin (CIP),
kolistin (COL), gentamicin (GEN), meropenem (MERO), nalidiksinska kislina (NAL),
sulfametoksazol (SMX), tetraciklin (TET), tigeciklin (TGC) in trimetoprim (TMP). S plosco
EUVSEC2 pa $e dodatne indikatorske antibiotike za doloCevanje sevov z razsirjenim delovanjem
betalaktamaz in karbapenemaze: ertapenem (ETP), cefepim (FEP), cefotaksim (FOT), cefotaksim /
klavulanska kislina (F/C), cefoksitin (FOX), imipenem (IMI), meropenem (MERO), ceftazidim
(TAZ), ceftazidim / klavulanska kislina (T/C) in temocilin (TRM). Rezultate smo interpretirali v
skladu s standardom EUCAST in priporoc¢ili EU-RL AMR ter na podlagi rezultatov EUSEC2
fenotipsko razlikovali med izolati E. coli tipov ESBL in AmpC.

Preverjanje prisotnosti genov bakterije E. coli na dejavnike virulence

Iz vsakega gojis§¢a TBX, s katero smo ugotavljali Stevilo E. coli, smo vzeli po eno znacilno kolonijo.
1z te smo izolirali celokupno genomsko DNA in jo uporabili v verizno reakcijo s polimerazo (PCR).
Za reakcije pomnozevanja smo uporabili Dream Taq Green PCR Master Mix (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA). Reakcijske meSanice za pomnoZzevanje odsekov DNA, ki
doloc¢ajo filogenetske (pod)skupine (chuA, yjaA in fragment TspE4.C2) smo pripravili tako, da smo
sestavili multiplo reakcijo PCR (Clermont in sod. 2000), prav tako meSanico za pomnoZevanje genov
vixl in vix2 ter za pomnozevanje genov eae (DEC Primer Mix" (Statens Serum Institut (SSI),
Denmark) in ehxA (Trkov in sod., 2014).

Ugotavljanje norovirusov in virusa hepatitisa A

Noroviruse in VHA smo ugotavljali po metodi, ki je predpisana po ISO/TS 15216-1:2013
(Microbiology of food and animal feed - Horizontal method for determination of hepatitis A virus and
norovirus in food using real-time RT-PCR). Vzorce za analizo smo zdruzili iz posameznih tock
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virusno RNA in jo potrjevali z verizno reakcijo s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-
PCR) ter RT-PCR v realnem &asu. Skoljkam smo sterilno odstranili prebavne zleze, jih
homogenizirali in za preiskavo uporabili 2 g tako pripravljenega tkiva. Dodali smo 2 ml encima
proteinaze K (30U/mg) in za ugotavljanje uspesnosti ekstrakcije uporabili mengo virus (10 pl). Po
inkubaciji in centrifugiranju smo uporabili supernatant za izolacijo nukleinskih kislin s komercialnim
testom NucliSENS miniMAG (Biomerieux). Postopek smo izvajali po navodilih proizvajalca.
Izolirano RNA smo do uporabe za qRT-PCR in RT-PCR v realnem c¢asu hranili pri -70 °C. Za
dokazovanje norovirusov smo uporabili metodo RT-PCR v realnem casu, z oligonukleotidnimi
zacetniki, ki nalegajo na stiku ORFI1-ORF2 (Kageyama in sod., 2003), ki je najbolj ohranjen del
norovirusnega genoma (Katayama in sod., 2002). Za ugotavljanje norovirusov iz genske skupine I
smo uporabili zacetne oligonukleotide COGI-F in COGI1-R ter sondo RING1 (Kageyama in sod.,
2003), za ugotavljanje norovirusov iz genske skupine II zacetne oligonukleotide COG2-F in COG2-R
ter sondo RING 2-TP (Kageyama in sod., 2003). Za ugotavljanje stopnje kontaminacije vzorca smo
ugotavljali tudi 3tevilo virusnih kopij. Stevilo virusnih kopij smo preradunali glede na standardno
krivuljo in izkoristek mengo virusa ter eksterne kontrole dsDNA.

Za RT-PCR smo uporabili oligonukleotidne zacetnike JV12Y/JV13I (Vennema in sod., 2002), ki
nalegajo v polimerazni regiji. Z njimi smo potrjevali noroviruse obeh genskih skupin.

HAYV smo prav tako ugotavljali z metodo RT-PCR v realnem ¢asu. Uporabili smo oligonukleotidne
zaCetnike HAV6S8 in HAV240, ter sondo HAV150 (Costafreda in sod., 2006) ki nalegajo v genomu
najbolj ohranjene regije (5' NCR) (Weitz in sod., 1986).

Sevom, ki smo jih lahko pomnozili s klasi¢no RT-PCR smo tudi dolo¢ili nukleotidna zaporedja, jih
obdelali s programsko aplikacijo DNASTAR in jih tudi preverili. Nukleotidna zaporedja smo
primerjali s podatki v genski bazi preko medmreznega servisa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) zbazo NCB1  (angl. Nati onal Centre for Biotechnology Information)
(http://www.//ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Statisti¢na analiza mikrobioloSkih parametrov $koljk in vode

Pridobljene podatke smo zbirali in urejali v programu MS Excel. Zaradi nepravilnega delovanja
merilne aparature smo izlo¢ili podatke za vsebnost kisika v vodi od novembra 2014 do sredine marca
2015. Vsebnost E. coli v Skoljkah je izracunana z metodo MPN, pri ¢emer je najnizja vsebnost
podana kot < 20 oziroma < 18 (po novejSem izracunu, ki smo ga uporabljali od 11. 4. 2016) E. coli




MPN/100 g s$koljk. Za potrebe analize smo vzorcem pripisali vrednosti 10 oziroma 9 E. coli
MPN/100 g, ki predstavljata polovico vrednosti meje detekcije. Z enako metodo je izracunana
vsebnost E. coli v vodi in enterokokov v vodi. Vzorcem, ki so imeli vsebnost podano kot < 3 E. coli
MPN/100 ml smo pripisali vrednost 1,5 E. coli MPN/100 ml (polovica vrednosti meje detekcije).
Enemu vzorcu, ki je imel vsebnost podano kot > 110 E. coli MPN/100 ml pa smo pripisali vrednost
120 E. coli MPN/100 ml (ekspertna ocena). Vsebnost virusov v Skoljkah je prav tako izra¢unana. Za
potrebe analize smo vzorcem, pri katerih virusi niso bili zaznani, pripisali vrednost 20 kopij/g
(polovica vrednosti meje detekcije). Vzorcem, ki so imeli vrednost podano kot < 100 kopij/g smo
pripisali vrednost 50 kopij/g (polovica vrednosti meje kvantifikacije).

------

meseci oziroma obdobji. Preliminarni test homogenosti varianc je pokazal, da se variance med
skupinami razlikujejo. Razlike v vsebnosti E. coli v §koljkah med $kolj¢is¢i in med obdobji smo zato
primerjali z neparametricno Kruskal-Wallisovo analizo variance na vsoti rangov. V primeru
statisti¢no znacilne razlike med skupinami smo pare skupin med seboj primerjali na osnovi post hoc
testa mnogoterih primerjav. Korelacije med parametri mikrobioloSke kontaminacije Skoljk in vode ter
fizikalnimi parametri vode smo ugotavljali z neparametricnim Spearmanov koeficientom korelacije
na rangih. Koeficiente smo izra¢unani s pomocjo korelacijske matrike, pri ¢emer smo za dolocanje
statisticne znacilnosti upostevali po Holmovi metodi prilagojene p vrednosti. Prisotnost norovirusov v
Skoljkah smo wugotavljali z analizo kontingenc¢ne tabele. Primerjali smo razlike v prisotnosti
norovirusov med zimskimi (oktober—marec) in poletnimi (april-september) meseci z uporabo
Fisherjevega eksaktnega testa. Pri vseh testih je bilo uporabljeno merilo za statisticno znacilnost p
vrednost < 0,05. Rezultate smo grafi¢no prikazali z razsevnimi in linijskimi diagrami, okvirji z ro€aji
in naloZenimi stolpci.

Rezultati




1. Vpliv cirkulacije onesnaZevalcev s pomoc¢jo vzorcev tokov, batimetrije in ciklusa
plimovanja

Slovensko morje je del Trzaskega zaliva, ki spada s komaj 16,4 m povprecne globine med plitve
zalive. Tretjina je plitvejsa od 15 m, petina od 10 m, globin ve¢ kot 25 m je zelo malo. Pred Piranom
je obsezna kotanja z doslej najvecjo izmerjeno globino 37,25 m, najnizjo tocko Slovenije. Posledica
tega je majhna relativna prostornina vodnega telesa 9 km’, ki omogoca atmosferskim dejavnikom
hiter in moc¢an vpliv na slanost in temperaturo. Ena od znacilnosti severno jadranskih voda (vklju¢no
s Trzaskim zalivom) je, da so praviloma bogatejSe s hranilnimi solmi kot drugi deli Jadrana.
Pomemben vir so re¢ni vnosi. PovrSinska oslajena voda reke Soce se obic¢ajno giblje ob italijanski
obali proti jugu, ob konicah pretoka seze njen vpliv do osrednjega dela zaliva, ob posebnih
meteoroloSkih razmerah pa pride do povrSinskega razlivanja sladke vode skoraj do piranske obale.
Morsko dno se v celotni dolzini obrezne ¢rte spusca v blagi strmini proti osrednji uravnavi Trzaskega
zaliva. Ob relativno enoli¢ni izoblikovanosti reliefa slovenskega obreznega pasu se morsko dno
mestoma spusca zelo strmo, kar je posledica podvodnega roba, ki spremlja celotno slovensko obrezje
od Debelega rtica do vznozja Savudrijskega polotoka (slika 2). Ne glede na tako ali drugacno
izoblikovanost pa je pas od obrezne linije navzdol, ko je S§¢ mogoce zasledovati apnenec oziroma flis,
tj. trdo morsko dno, relativno ozek. Slednje namre¢ kmalu preide v sedimentno dno, ki prekriva vecji
del podvodnega sveta Trzaskega zaliva. Osrednja uravnava zaliva je bolj ali manj ravna in je do 25
metrov globoka. (Zupancic, 2016).
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Slika 2: Celovit digitalni model reliefa slovenskega morja (HARPHA sea, 2014).




Vetrovi

Najpogostejsi vetrovi slovenskega morja so vetrovi iz SirSega intervala juznih in jugovzhodnih smeri
ter burja (slika 3). Po jakosti burja mo¢no prevladuje nad juznimi vetrovi na odprtem motju, saj
srednja vrednost za obdobje obdelave (januar—avgust 2011, oceanografska boja) presega 7 m/s.

Slika 3: Imena in smeri vetrov.
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Slika 4: Roza vetrov za obdobje meritev od 20. 6. 2008 do 9. 2. 2011 (36 smeri) (Hladnik in Malagi¢, 2011).

Na podlagi analiz podatkov, zbranih na oceanografski boji sledi, da je jakost najpogostejSega vetra
nad morjem med 2 in 4 m/s. Najpogostejsi so vetrovi iz SirSega intervala juznih in jugovzhodnih




smeri (med 8 in 9 %), burja je drugi najpogostejsi veter (12 %) (slika 4). Po jakosti burja moc¢no
prevladuje nad juznimi vetrovi (na odprtem morju), saj srednja vrednost (za doloCeno obdobje)
presega 7 m/s.

Tokovne razmere v Trzaskem zalivu:
Glavni tok v Jadranskem morju tece vzdolz vzhodne obale iz juga proti severu s hitrostjo 3—4
navti¢ne milje na dan in vzdolz italijanske obale nazaj proti jugu.

Poleg gradientnih tokov, ki so v slovenskem morju doloceni s pozitivho smerjo od jugovzhoda proti
severozahodu, sodelujejo v meSanju morskih mas tudi vetrovi, ki povzrocajo zaradi plitvosti obmocja
tokove, vzporedne s smerjo vetra. Na dinamiko vodnih mas priobalnega pasu, za katera je znacilna
relativna zaprtost in nepreto¢nost, imajo prevladujo¢ vpliv bibavica, veter in sladkovodni pritoki.
Obalno morje Piranskega in Koprskega zaliva sprejema s celinskimi vodami velike koli¢ine
suspendiranih delcev in hranilnih soli, kar povzro¢a ne samo razmeroma visoko stopnjo motnosti,
ampak tudi visoko naravno bioproduktivnost.
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Slika 5: Shematicen prikaz morskih tokov v Trzaskem zalivu. (Geodetski institut Slovenije, 2005)

Za morske tokove je znacilna tudi vertikalna raznolikost. Analiza tokov, izmerjenih na oceanografski
boji Vida, kaze, da je glavna os tokov pri dnu in v osrednjem delu vodnega stolpca usmerjena v
notranjost Trzaskega zaliva vzdolz smeri osi zaliva, nekaj metrov pod gladino pa je najpogostejsa
smer tokov proti zahodu, t.j. iz zaliva. V tej plasti gre predvsem za vetrne in gostotne tokove, v
notranjosti vodnega stolpca pa prevladujejo gostotni in plimski tokovi (slika 5).

Stalnega toka v Koprskem zalivu (ali Semedelskem zalivu) ni mogoce ugotoviti, saj je pod vplivom
spreminjajocih se meteoroloskih in oceanografskih znacilnosti. Primerjave smeri toka s smerjo vetra
na lokacijah merskih tock v Koprskem zalivu in z upoStevanjem smeri obale so izkazale, da zgornji
sloj vode, debel 4-7 m v glavnem sledi zakonitostim med vetrom in tokovi zaradi vetra. Ugotovljene
so tudi obratne situacije, ko se sloj vode giblje v nasprotni smeri kot piha veter. Ti tokovi so bili
zaznani tudi v Koprskem zalivu ob nastopu moc¢nih vetrov iz smeri vzhod-severovzhod in jugozahod,
vendar so takSne situacije del kratkotrajnega kroZenja vode. DolgotrajnejSi mocni vetrovi pa lahko




povzrocijo stabilno cirkulacijo tokov. Dodatno pa lahko na tokovne razmere povrSinskih plasti
trzasSkega zaliva vplivajo visoki pretoki reke Soce in v izjemnih okolis¢inah tudi Pad.

Tokovne razmere na obravnavanih lokacijah

Glede na raznolikost dejavnikov, ki dolo¢ajo morske tokove in dejstvo, da je tokovanje morja izrazit
tridimenzionalen pojav, je tako reko¢ nemogoce enozna¢no dolociti tokovno sliko v slovenskem
morju. Oceno tokovnih razmer na obravnavanih lokacijah pa lahko vendarle podamo na podlagi
poznavanja glavnih tokov v slovenskem morju, katerih spremenljivost je manjSa in poznavanju
tokovanja pod vplivom bibavice, ki povzroca zelo spremenljive tokovne razmere na obravnavanih
lokacijah.

Na podlagi modelnih izracunov tokovanja v TrzaSkem zalivu pod vplivom bibavice (Zupanci€ s sod.
2016) lahko ocenimo vplive morskih tokov zaradi vpliva bibavice na prenos onesnazil na
obravnavanih lokacijah (slika 6). Za tokove inducirane s spremembami morske gladine pod vplivom
bibavice je znalilno urno spreminjanje smeri toka. Tovrstni tokovi imajo najvecji vpliv v zaprtih
zalivih, saj so v teh primerih zaradi reliefnih znacilnosti vplivi vetra in gostotnih tokov navadno
manjsi.

JADARANS KO WMORIE.

== - — — — = —= = ==

A - 7 JADBANSKO MORJE

3 : KOPRSKI TALIV
.y GOLIO DI GAPGDISTRIA

* KOPE
C\M PODISTR

Na slikah 7-11 so prikazani modelni izracuni toka morske vode pod vplivom bibavice s ¢asovno
periodo 12 h 25 min in amplitudo 33 cm. Prikazani so izracuni deloma umerjenega
dvodimenzionalnega numeri¢nega hidravli¢nega modela z vertikalnim povprecenjem hitrosti vodnega




toka.

Secoveljski zaliv

Skolj¢ise v Secoveljskem zalivu se nahaja globoko v zalivu izven pomembnega vpliva glavnih tokov
v slovenskem morju. Tokovne razmere pod vplivom bibavice so na obmocju spremenljive. Tako
potekajo tokovi zaradi vpliva bibavice v ¢asu dvigovanja gladine (prihod plime) v smeri JV, to je v
zaliv (slika 7), ob Casu padanja gladine (prihod oseke) pa nasprotno v smeri SZ, to je iz zaliva (slika
8). Hitrosti toka pod vplivom bibavice na sami lokaciji §kol¢is¢a so majhne, saj redko presegajo 0,005
m/s. Zaradi nizkih hitrosti je lahko pri¢akovati nizko izmenjavo vode na obmo¢ju.
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Slika 7: Tokovne razmere ob ¢asu dviganja gladine (prihod plime) na lokaciji Seca.
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Slika 8: Tokovne razmere v ¢asu padanja gladine (prihod oseke) na lokaciji Seca.

V Secoveljskem zalivu in njegovi okolici ni znatnih virov onesnazevanja. Juzna obala Piranskega
zaliva je redko poseljena. Na njej se nahajata dve turisti¢ni naselji (Kanegra ter Lavra — Crveni vrh),
ki predstavljata obremenitev predvsem v letnih mesecih. Severna obala Piranskega zaliva je gosto
poseljena z naselji Lucija in Portoroz. Naselji sta komunalno opremljeni z odpadnimi vodami
oc¢is¢enimi na komunalni &istilni napravi. Kljub temu se na tem obmod¢ju nahaja nekaj direktnih
izpustov v morje. Na vzhodni obali zaliva se nahajajo seCoveljske soline, ki ne predstavljajo vira
onesnazeval, ter zaledna naselja Seca, Secovlje, Parecag in Korte. Naselja so opremljena s
komunalnimi ¢istilnimi napravami, ki se izlivajo v zaledju zaliva, bodisi v tla, bodisi v vodotoke
(Drnica in Jernejev kanal). Ceprav so obmo¢&ja v zaledju obravnavane lokacije komunalno urejena pa
lahko tudi ti urejeni vnosi predstavljajo problem ob nezadostni izmenjavi vode zaradi zaprtosti zaliva.

Strunjanski zaliv

Skolj¢is¢a v Strunjanskem zalivu se nahajajo na bolj odprtem obmo¢ju morja od lokacije Se¢ovlje, a
vendar znotraj Strunjanskega zaliva. Glede na bolj odprto lokacijo je na obmocju pri¢akovati manjsi
vpliv bibavice na lokalne tokovne razmere. V Casu dviganja gladine (prihod plime) so tokovi zaradi
bibavice usmerjeni proti vzhodu, oziroma SV (slika 9). V ¢asu spus¢anja gladine (prihod oseke) pa so
tokovi nasprotni v smeri JZ oziroma Z (slika 10). Hitrosti toka znaSajo v obeh primerih med 0,010 in
0,015 m/s.
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Slika 9: Tokovne razmere v ¢asu dviganja gladine (prihod plime) na lokaciji Strunjan.
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Slika 10: Tokovne razmere v ¢asu padajoce gladine (prihod oseke) na lokaciji Strunjan.

Na obmodju Strunjanskega zaliva prav tako ni zaznati ve¢jih onesnazevalcev. Naselja na obalah
zaliva (Piran, Fiesa, Pacug in Strunjan) imajo urejen odvod komunalne odpadne vode na Eistilno




napravo Piran. Prav tako se predvideva, da manjsi lokalni vnosi zaradi zadostnih tokov pod vplivom
bibavice in s tem zadostne izmenjave vode na obmocju Skolj¢is¢a ne predstavljajo znatnih problemov.
Potencialno problemati¢no pa je dejstvo, da lahko glavni morski tok, ki poteka v smeri vzhoda s seboj
prinasa onesnazila iz izpusta komunalne Cistilne naprave Piran, ki se nahaja zahodno od
obravnavanega obmocja.

Debeli rti¢

Skolj¢is¢e na lokaciji Debeli rti¢ se nahaja na razmeroma odprti lokaciji, saj se le vzhodni del
obmocja nahaja v nekoliko bolj zaprtem obmocju Zaliva svetega Jerneja. Tokovi na tem obmocju
zaradi vpliva bibavice potekajo ob ¢asu dvigovanja gladine (prihod plime) v smeri SV, to je v splosni
smeri glavnih tokov v slovenskem morju (slika 11). V ¢asu padanja gladine (prihod oseke) pa tokovi
lokalno potekajo v nasprotni smeri, to je proti JZ (slika 12). Hitrosti morskega toka se v obeh
primerih gibljejo med 0,010 in 0,015 m/s.
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Slika 11: Tokovne razmere v ¢asu dviganja gladine (prihod plime) za lokacijo Debeli rtic.




MzResultView2

—
0.05

H Water Depth m [m]

396500 397000 397500 398000 398500 399000 399500 400000 400500 401000 401500 402000 402500 403000 403500
11/27/15 20:40:00, Time step 268 of 446

Slika 12: Tokovne razmere v ¢asu padajoce gladine (prihod oseke) na lokaciji Debeli rtic.

Zaliv svetega Jerneja ni gosto poseljen. Na slovenski strani meje se nahaja le naselje Debeli rti€ s
turistiénim kampom. Na Italijanski strani zaliva pa se nahaja naselje Lazaret. Glede na to, da modelni
izraCuni plimovanja nakazujejo razmeroma dobro dnevno izmenjavo vode, se pricakuje, da lokalni
viri onesnazenja ne predstavljajo ve¢je nevarnosti. Ob upostevanju glavnega toka ob slovenski obali
pa lahko le-ta prinese onesnazila iz Koprskega zaliva na katerega obalah prebiva preko 35.000
prebivalcev in kjer se nahajajo tako pomembni industrijski kot infrastrukturni obrati. Dodatno se v
Koprskem zalivu odvija znaten pomorski promet, v zalivu pa se nahaja tudi sidris¢e tovornih ladij
(Zupancic, 2016).

2. Evidentiranja virov onesnaZevanja in ocena koli¢ine onesnaZeval

Na obmocjih gojisca skoljk prihaja iz kopnega onesnaZevanje iz razli¢nih virov. 1z kopnega prihaja
najveC onesnazevanja iz izpustov kanalizacij meteornih, tehnoloskih ali komunalnih odpadnih voda
(slike 13-17). Velik delez onesnazevanje prinesejo tudi reke, ¢e se v njih izpuScajo razli¢na
onesnazevala. Zanemariti ne smemo tudi onesnaZevanja iz kmetijstva in direktnega onesnazevanja iz
kopalnih obmocij. Na kopalnih obmoc¢jih vnasajo kopalci onesnazevala v vodo neposredno. Manjsi
delez onesnazevanja se vrsi tudi neposredno na morju, z izpusti iz plovil.

Na slikah 13-17 imajo znaki naslednji pomen:
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Slika 13: Gojenje $koljk in rib (modro pobarvani krogi) ter bliznje kopalne vode (modro pobarvani pasovi) ter tehnoloski
viri onesnazevanja (vijolicni znaki) na obmocju severnega dela obale slovenskega morja.




Slika 14: Gojenje skoljk in rib (modro pobarvani krogi) ter bliznje kopalne vode (modro pobarvani pasovi) ter tehnoloski
viri onesnazevanja (vijolicni znaki) na obmocju osrednjega dela obale slovenskega morja.

Slika 15: Gojenje skoljk in rib (modro pobarvani krogi)Ater bliznje kop:cilne vode (modro pobarvani pasovi) ter tehnoloski
viri onesnazevanja (vijoli¢ni znaki) na obmocju juznega dela obale slovenskega morja.

Na sliki 16 so prikazane lokacije vseh komunalnih Cistilnih naprav ob obali. Prikazana je tudi lokacija
komunalne deponije v blizini Izole. Neposredne izpuste v morje imata le dve komunalni ¢istilni
napravi: KCN Koper in KCN Piran. Obe komunalni &istilni napravi pomenita najveéja toc¢kovna vira
onesnazevanja morja. Nobena od obeh komunalnih ¢istilnih naprav nima ustreznega mikrobioloSkega
¢iSCenja odpadnih voda, zato predstavljata najveCja vira mikrobioloskega onesnazenja morja na
Tehnoloskih virov onesnazevanja je ob obali nekaj deset (tabela 2). Najvecji vir tehnoloSkega
onesnazevanje predstavlja Luka Koper. V preteklosti so predstavljali velike vire onesnazevanje tudi:
Droga, Tomos, Kemiplas, itd. Veliko teh gospodarskih druzb je bistveno zmanjSalo proizvodnjo,
nekatere pa so prenehale s proizvodnjo (Kemiplas, Delamaris, itd.).

V okviru obratovalnih monitoringov se od leta 2012 na podlagi »Uredbe o emisiji snovi in toplote pri
odvajanju odpadnih vod v vode in javno kanalizacijo (Uradni list RS, §t. 64/12)« merijo
mikrobioloski parametri, ki so podani v tabeli 1.

Tabela 1: Mikrobioloski parametri iz splo§ne emisijske uredbe (Uradni list RS, §t. 64/12)

Parameter enota izpust v reke izpust v morje
intestinalni enterokoki cfu/100 ml 400 200
Escherichia coli cfu/100 ml 1000 500




Slika 17: Tehnoloski viri onesnazevanja.




Tabela 2: Spisek tehnoloskih zavezancev za izvajanje obratovalnega monitoringa odpadnih voda na Obali

Izpust v
Ime naprave ob¢ini Tip iztoka Vodotok Ime istilne naprave
Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
AUTOSAN PLUS D.O.O. KOPER KCN KOPER
AVTOPLUS D.0.0. KOPER PE Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
LUCIJA PIRAN KCN PIRAN
AVTOPRALNICA MUZENIC Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
VINKO S.P. KOPER KCN KOPER
BELVEDERE HOTELI IN Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
TURIZEM D.O.0. IZOLA 1ZOLA KCN KOPER
Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
DELAMARIS D.O.O. IZOLA 1ZOLA KCN KOPER
DELFIN HOTEL ZDUS D.O.O.
1ZOLA 1ZOLA Iztok neposredno v okolje morje
Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
FRIGOMAR IZOLA 1ZOLA KCN KOPER
- melioracijski
DINOS D.D. - SKLADISCE KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje javni kanal
DROGA KOLINSKA D.D. PC Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
NOVA TOVARNA 1ZOLA KCN KOPER
HIDRIA ROTOMATIKA D.O.O. - Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
PODRUZNICA KOPER KOPER KCN KOPER
HIDRIA ROTOMATIKA D.O.O. IDRIJA Iztok neposredno v okolje Kanomljica
HIDRIA ROTOMATIKA D.O.O. - Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
PODRUZNICA KOPER KOPER KCN KOPER
HIDRIA ROTOMATIKA D.O.O. IDRIJA Iztok neposredno v okolje Kanomljica
HIDRIA ROTOMATIKA D.O.O. - Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
PODRUZNICA KOPER KOPER KCN KOPER
Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
HOTEL MARINA D.O.O. 1ZOLA KCN KOPER
HOTELI BERNARDIN - PE
METROPOL RESORT PIRAN Iztok neposredno v okolje morje
HOTELI BERNARDIN - PE Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
METROPOL RESORT PIRAN KCN PIRAN
HOTELI BERNARDIN D.D.
LAGUNA BERNARDIN PIRAN Iztok neposredno v okolje morje
HOTELI BERNARDIN, D.D.
PORTOROZ - PE SAN SIMON
RESORT 1ZOLA Iztok neposredno v okolje morje
Ankaranski
depresijski
INSTALACIJA D.O.0. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje kanal
INSTALACIJA D.O.0. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje Rizana
INSTALACIJA D.O.0. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje Rizana
Ankaranski
depresijski
INSTALACIJA D.O.0. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje kanal
INSTALACIJA D.O.O. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje morje
INSTALACIJA D.O.0. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje Rizana
INSTALACIJA D.O.0. KOPER KOPER Iztok neposredno v okolje Rizana
INTEREUROPA - AVTOPRALNICA Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
IN SERVISNE DELAVNICE KOPER KCN KOPER
HOTEL KEMPINSKI PALACE Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuéi s
PORTOROZ PIRAN KCN PIRAN
ISTRABENZ PLINI D.O.O. - Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
LOKACIJA KOPER KOPER KCN KOPER
Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
ISTRABENZ TURIZEM D.D. PIRAN KCN PIRAN
KOMUNALA 1ZOLA - Iztok v kanalizacijo, ki se zakljuci s
ODLAGALISCE IZOLA 1ZOLA KCN KOPER
JZ ZA SPORT MOK - POKRITI
BAZEN ZUSTERNA KOPER Iztok neposredno v okolje morje
ODLAGALISCE ~ NENEVARNIH Iztok v kanalizacijo, ki se zakljugi s
ODPADKOV DVORI KOPER KCN KOPER
ODLAGALISCE ~ NENEVARNIH Iztok v kanalizacijo, ki se zakljui s
ODPADKOV DVORI KOPER KCN KOPER




ODLAGALISCE NENEVARNIH
ODPADKOV DRAGONJA

LAMA D.D. DEKANI

LUKA KOPER D.D.
LUKA KOPER D.D.

MLINOTEST KRUH KOPER D.O.0.
OMV BS & AP IZOLA

OMYV BS KOPER BONIFIKA

OMV BS & AP IZOLA

OMYV BS KOPER BONIFIKA
ORTOPEDSKA BOLNISNICA
VALDOLTRA

PRALNICA IVANCIC

PRALNICA LUCIJA D.O.O.
VODARNA RIZANA
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3. Splosni fizikalno-kemijski parametri in onesnaZevala v morski vodi

V vrednostih splo$nih fizikalno-kemijskih parametrov med vzorénimi mesti

statisti¢no znacilnih razlik (p < 0,05) (slike 18—30).

nismo

Temperatura vode (0C)
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Slika 18: Spreminjanje temperature vode na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in oktobrom 2015.
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Slika 19: Spreminjanje pH na posameznih vzor¢nih mestih med novembrom 2014 in oktobrom 2015.
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Slika 20: Spreminjanje elektroprevodnosti na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in oktobrom 2015.
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Slika 21: Spreminjanje koncentracije v vodi raztopljenega kisika na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in
oktobrom 2015.
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Slika 22: Spreminjanje koncentracij prostega bakra na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in oktobrom
2015.
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Slika 23: Spreminjanje koncentracij celotnega bakra na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in oktobrom

2015.
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Spreminjanje koncentracij niklja na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in oktobrom 2015.

Datum

Slika 24
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Slika 26: Spreminjanje koncentracij sulfata na posameznih vzoré¢nih mestih med novembrom 2014 in oktobrom 2015.
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Slika 27: Spreminjanje koncentracij 6-valentnega kroma na posameznih vzorénih mestih med novembrom 2014 in
oktobrom 2015.
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Slika 28: Koncentracije celokupnega bakra na S§tirih vzorénih mestih. DR — Debeli rtic. Vzoréna mesta oznacena z
razliénimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (paired Wilcoxon test, p<0,05) v koncentracijah.
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Slika 29: Koncentracije niklja na Stirih vzor¢nih mestih. DR — Debeli rti¢. Vzoréna mesta oznacena z razlicnimi ¢rkami se
statisti¢no znacilno razlikujejo (paired Wilcoxon test, p<0,05) v koncentracijah.
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Slika 30: Koncentracije 6-valentnega kroma na $tirih vzorénih mestih. DR — Debeli rti¢. Vzor¢na mesta oznacena z
razliénimi ¢rkami se statisti¢no znacilno razlikujejo (paired Wilcoxon test, p<0,05) v koncentracijah.

4. Vsebnosti elementov v mesu skoljk

Meso skoljk je vsebovalo najve¢ Zeleza in najmanj zivega srebra, vsebnost ostalih elementov si je
sledila v naslednjem vrstnem redu Fe>Zn>As>Mn>Cu>Cr>Ni>Co>Cd>Pb>Hg (slike 31-41).
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Slika 31: Vsebnosti cinka v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 32: Vsebnosti kroma v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 33: Vsebnosti mangana v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 34: Vsebnosti Zeleza v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 35: Vsebnosti niklja v mesu §koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 36: Vsebnosti zivega srebra v mesu S$koljk (mgkg mokre teZze) med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 37: Vsebnosti svinca v mesu §koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 38: Vsebnosti kobalta v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 39: Vsebnosti bakra v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.
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Slika 40: Vsebnosti kadmija v mesu $koljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.




Arzen

27/12/2014 $502/20,.6 06/04/2015 26/05/2015 507/20,6 03/09/2015 23/10/2015

Debeli rti¢ svetilnik Strunjan Seca Debeli rti¢

Slika 41: Vsebnosti arzena v mesu Skoljk (mg/kg mokre teze) v obdobju med januarjem in oktobrom 2015.

5. Podatki o Stevilu bakterij E. coli v §koljkah
V enoletnem obdobju od novembra 2014 do oktobra 2015 smo v okviru projekta izvedli po 34

------

okviru projekta je bilo izvedenih 306 preiskav. V obdelavo podatkov smo dodatno vkljucili 88

rezultatov (11 rezultatov za posamezno tocko Skolj¢is¢a) vzorCenja za namen Nacionalnega
monitoringa Skoljk, pridobljenih v obdobju poteka naSega vzorCenja. Skupno smo obdelali 394

vvvvv

------

nabiranja, pridobljeni v okviru projekta in uradnega vzorcenja za namen Nacionalnega monitoringa
Skoljk v testnem obdobju, so prikazani v tabeli 3.

Za oceno ustreznosti kategorizacije $kolj¢iS¢ glede kontaminacije in dolocitev morebitnega
sezonskega vpliva na kontaminacijo Skoljk z E. coli je potrebno vecletno spremljanje rezultatov. Z
dovoljenjem naroc¢nika testiranj (UVHVVR) smo v obdelavo dodatno vkljuéili tudi rezultate vzorcenj
za namen Nacionalnega monitoringa §koljk v letu 2013 in rezultate pridobljene do novembra 2014
(tabela 4). V obdelavo je bilo dodatno zajetih 131 rezultatov. Na nekaterih testnih tockah se v tem
obdobju vzoréenje ni izvajalo. Stevilo rezultatov za posamezne tocke $kolj¢is¢ vzoréenih v tem
obdobju za namen Nacionalnega monitoringa Skoljk je prikazan v tabeli 5.




Tabela 3: Rezultati testiranja $koljk na E. coli (MPN/100g) v obdobju od 1.11. 2014 do 28.10. 2015 za namen CRP in
uradnega monitoringa $koljk

Debeli rti¢ Debeli rti¢
datum Seca 752 Seca904 Secal021 Strunjan817 | Strunjan818 | Strunjan757 819 996

6.11.2014 110 20 130 170 130 20 170 170

14.11.2014 68 110 230 230 270 170 270 78

20.11.2014 490 220

21.11.2014

27.11.2014 20 230 20 78 140 330 78 20

7.12.2014 130 45 130 20 230 78 20 20 <18
16.12.2014 <18 330 20 230 <18 <18 20 330
23.12.2014 130 130 110 330 45 45 20
31.12.2014 220 330 330

5.1.2015 130 230 330 20 20 45 20 <18 20
8.1.2015 68 20 45 20 <18

13.1.2015 <18 20 45 45 <18 <18 <18 <18 110
20.1.2015 45 130 170 61 20 <18 170 220 490
28.1.2015 <18 20 <18 <18 <18 45 <18 <18 78
10.2.2015 <18 20 78 130 130 40 20 s [
19.2.2015 20 45 78 78 78 78 20 <18 230
26.2.2015 40 <18 <18 78 20 40

4.3.2015 <18 <18

10.3.2015 <18 20 <18 <18 <18 45 <18 <18 <18
20.3.2015 20 45 330 20 45 20 330 68 45
25.3.2015 130 20 130 20 20

8.4.2015 45 170 - <18 45 <18 <18 20 45
14.4.2015 170 130 <18 78 <18 20 <18 78
20.4.2015 20 78 20 20 20 <18 <18 <18 <18
22.4.2015 <18 45 68 <18 20 <18 <18 <18 <18
4.5.2015 45 <18 130 <18 18 <18 <18 <18 45
11.5.2015 <18 20 45 45 18 45 <18 <18 <18
19.5.2015 68 20 <18 <18 20 <18 <18 <18 <18
26.5.2015 20 110 40 <18 <18

28.5.2015 20 <18 45

3.6.2015 18 130 68 18 18 18 <18 <18 <18
9.6.2015 45 45 <18 20 <18 20 <18 <18 <18
16.6.2015 <18 20 <18 <18 <18 <18 <18 20 <18
23.6.2015 20 <18 20 78 <18 <18 <18 <18

2.7.2015 <18 110 <18 20 20 <18 <18 <18 <18
8.7.2015 <18 <18 <18 <18 <18 <18 <18 <18 <18
16.7.2015 <18 <18 78 <18 <18 <18 <18 <18 <18
2072015 | <18 130 330 RO 330 330 78 45

3.8.2015 78 45 40 230 130 45 <18 <18 <18
10.8.2015 20 <18 <18 20 20 45 <18 <18 <18
17.8.2015 330 230 230 130 <18 78 78 <15 |00
27.8.2015 230 78 78 450 78 490 <18 78

31.8.2015 68 45 <18 <18 230 20 <18 20 <18
7.9.2015 <18 <18 <18 20 45 20 45 20 <18
15.9.2015 <18 <18 <18 45 330
5.10.2015 330 <18 <18 110
13.10.2015 45 78 130 45 <18 <18
22.10.2015 78 <18 <18
28.10.2015 330 220 45 45 230 NSO




Uradni nadzor (UVHVVR)
Vrednosti rezultatov: 230 — 700 MPN E. coli /100 g
Vrednosti rezultatov: 700 — 4600 MPN E. coli /100 g

Tabela 4: Zbrani rezultati kontaminacije Skoljk v letih 2013 in 2014, ki so bile vzor¢ene za namen Nacionalnega

monitoringa Skoljk (MPN E. coli/ 100 g)

N . Seca Strunjan | Strunjan | Strunjan | Debeli Debeli
leto | mesec Se€a752|8eCad04 | 151|517 818 757 tic 819 | rtic 996
januar 20 50 330 <20 80
2013 februar 50 <20 <20 <20 170 490
marec 260 <20 20 <20 20
april 50 <20 20 230 70
maj <20 <20 <20 <20 20 <20
junij <20 50 130 20 50
julij <20 20 <20 80 20
avgust 50 20 <20 80 80
avgust 80 <20 <20 130 130
september 20 <20 <20 _
oktober 220 <20 20
november 60 <20 50
december 130 <20 <20
2014 januar 140 <20 130 <20 50
februar 130 80 _ 170 110
marec 20 45 20 20 18 20 <18
april 18 78 20 630 20 130 <18 <18
maj 150 230 230 230 78 78 40 20
Junij <18 <18 <18 <18 40 <18 <18
Julij 20 45 <18 20 20 <18 20
avgust 18 45 20 20 18 78 20 18
september 40 20 20 330 H 18 18
oktober 78 330 40 78 78 490 <18 <18
Vzorcenja ni bilo
Vrednosti rezultatov: 230 — 700 MPN E. coli /100 g
B Vrednosti rezultatov: 700 — 4600 MPN E. coli /100 g
Tabela 5: Stevilo vzoréenj za namen Nacionalnega monitoringa $koljk v letih 2013 in 2014 (do novembra)
lokacija | Sea752 | Seta904 | Seca 1021 St‘;‘f‘;an St‘g‘f’éan St‘%n;an De'%elhgmc De'f)eglgmc
Stevilo
vzorcenj
8 23 22 22 9 20 20

6. Rezultati vsebnosti bakterij E. coli in enterokokov v morski vodi

Ob vzorcenju Skoljk skladno s programom Projekta smo na posameznih odvzemnih tockah na vseh
Stirih lokacijah vzporedno izvedli tudi odvzem vzorcev vode za mikrobiolosko preiskavo na E. coli in

enterokoke. Na vsaki odvzemni tocki je bilo v tem enoletnem obdobju odvzetih 34 vzorcev. Rezultati
obeh preiskav (izrazeni v vrednosti MPN/100ml vzorca) so ob hkratnih podatkih za vrednosti bakterij
E. coli v vzorcih §koljk na tistem mestu po datumih odvzema predstavljeni za gojisce Strunjan v

tabeli 6, za gojiS¢e Seca v tabeli 7 in za gojis¢e Debeli rti¢ ter iz podro¢ja prostega nabiranja v tabeli




8. Rezultati Stevila E. coli in enterokokov v morski vodi so barvno oznaceni v tistih terminih, ko je

Stevilo E. coli v skoljkah preseglo mejo 230 MPN/100 g.

Skoljc¢isce/tocka Strunjan 817 Strunjan 818 Strunjan 757
matriks Skoljke ‘ voda voda Skoljke voda voda Skoljke ‘ voda voda
preiskava E. coli enterokoki E. coli enterokoki E. coli enterokoki
6.11.2014 170 <3 <3 130 <3 <3 20 <3 <3
14.11.2014 230 38 8,8 270 15 38 170 15 8,8
21.11.2014 <3 <3 330 8,8 5 <3 <3
8.12.2014 20 <3 <3 230 <3 <3 78 <3 <3
16.12.2014 20 93 93 230 93 24 <18 36 93
23122014 |0 93 15 [ 24 24 330 93 15
5.1.2015 20 <3 <3 20 <3 3,6 45 <3 <3
13.1.2015 45 <3 4 <18 <3 <3 <18 <3 4
20.1.2015 61 3,6 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
10.2.2015 130 <3 <3 130 <3 >110 40 <3 <3
19.2.2015 78 <3 3,6 78 <3 <3 78 <3 3,6
10.3.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 45 <3 <3
20.3.2015 20 <3 <3 45 <3 <3 20 <3 <3
8.4.2015 <18 <3 <3 45 <3 <3 <18 <3 <3
14.4.2015 <18 <3 3,6 78 <3 3,6 <18 <3 3,6
20.4.2015 20 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
4.5.2015 <18 <3 <3 18 <3 3,6 <18 <3 <3
11.5.2015 45 <3 <3 18 <3 <3 45 <3 <3
19.5.2015 <18 <3 3,6 20 <3 <3 <18 <3 3,6
3.6.2015 18 <3 <3 18 <3 <3 18 <3 <3
9.6.2015 20 <3 <3 <18 <3 <3 20 <3 <3
16.6.2015 <18 3,6 <3 <18 3,1 <3 <18 <3 <3
2.7.2015 20 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
8.7.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
16.7.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
3.8.2015 230 <3 <3 130 3,6 <3 45 3,1 <3
10.8.2015 20 <3 <3 20 <3 <3 45 <3 <3
17.8.2015 130 15 <3 <18 <3 <3 78 <3 <3
31.8.2015 <18 <3 <3 230 <3 3,6 20 <3 <3
7.9.2015 20 <3 <3 45 <3 <3 20 <3 <3
15.9.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
5102015 [GOONN <3 24 330 3,6 <3 [ o3 24
13.10.2015 45 <3 <3 78 7,4 <3 130 <3 <3
28.10.2015 330 3,6 <3 220 <3 <3 45 3,6 <3

Vrednosti rezultatov skoljk: 230 — 700 MPN E. coli /100 g

[ ] Vrednosti rezultatov skoljk: 700 — 4600 MPN E. coli /100 g

— Vrednosti rezultatov vode MPN E. coli /100 ml
— Vrednosti rezultatov vode MPN enterokoki /100 ml




Vrednosti rezultatov skoljk: 230 — 700 MPN E. coli /100 g
Vrednosti rezultatov skoljk: 700 — 4600 MPN E. coli /100 g
Vrednosti rezultatov vode MPN E. coli /100 ml

Vrednosti rezultatov vode MPN enterokoki /100 ml

Skolj¢isce/tocka Seca 752 Seca 904 Seca 1021
matriks Skoljke voda voda Skoljke voda voda Skoljke voda |voda
preiskava E. coli enterokoki E. coli enterokoki E. coli enterokoki
6.11.2014 110 15 8,8 20 8,8 <3 130 5 15
14.11.2014 68 15 5 110 38 38 230 38 15
21.11.2014 e s <3 <3 15 170 <3 44
8.12.2014 130 <3 5 <3 <3 130 33 2
16.12.2014 <18 3.6 93 93 24 330 74 93
23.12.2014 130 74 <3 130 3.6 3.6 110 74 3.6
5.1.2015 130 46 <3 230 24 24 330 3,6 9,3
13.1.2015 <18 9 <3 20 <3 <3 45 9 9
20.1.2015 45 3,6 9,3 130 <3 <3 170 46 36
10.2.2015 <18 <3 9,3 20 <3 24 78 <3 9,3
19.2.2015 20 <3 3,6 45 <3 <3 78 3,6 3,6
10.3.2015 <18 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
20.3.2015 20 <3 3,1 45 <3 <3 330 3,6 24
8.4.2015 45 7,4 9,3 170 <3 <3 <3 3,6
14.4.2015 170 <3 <3 130 <3 <3 <3 <3
20.4.2015 20 <3 <3 78 <3 <3 20 15 <3
4.5.2015 45 3.1 12 <18 <3 3.6 130 93 3.6
11.5.2015 <18 <3 3,6 20 <3 <3 45 <3 3,6
19.5.2015 68 3,6 <3 20 9,3 3,6 <18 24 15
3.6.2015 18 <3 <3 130 3,6 <3 68 <3 <3
9.6.2015 45 <3 3,6 45 <3 3,6 <18 <3 <3
16.6.2015 <18 <3 <3 20 <3 <3 <18 3,6 <3
2.7.2015 <18 <3 <3 110 <3 <3 <18 <3 <3
8.7.2015 <18 <3 <3 <18 3,6 <3 <18 <3 3,1
16.7.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 78 <3 <3
3.8.2015 78 <3 9,3 45 <3 <3 40 <3 <3
10.8.2015 20 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
17.8.2015 330 <3 3,6 230 3,1 3,6 230 9,3 <3
31.8.2015 68 <3 <3 45 <3 9,3 <18 <3 <3
7.9.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
15.9.2015 <18 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
5.10.2015 <3 <3 78 <3 3,6 20 7,4 3,6
13.10.2015 12 46 230 <3 15 450 15 9,3
28.10.2015 3,6 24 230 <3 36 RO o3 | 24




Debelem rtic¢u in obmoc¢ju prostega nabiranja v obdobju od 1.11. 2014 do 28.10. 2015 za namen CRP.

Vrednosti rezultatov skoljk: 230 — 700 MPN E. coli /100 g
Vrednosti rezultatov skoljk: 700 — 4600 MPN E. coli /100 g
Vrednosti rezultatov vode MPN E. coli /100 ml

3 Vrednosti rezultatov vode MPN enterokoki /100 ml

skolj¢isce/tocka D.RTIC 819 D. RTIC 996
matriks Skoljke voda voda skoljke voda voda skoljke voda voda
preiskava E. coli enterokoki E. coli enterokoki E. coli enterokoki
6.11.2014 170 8,8 <3 170 5 5 38 38
14.11.2014 270 38 38 78 38 38 38 38
21.11.2014 38 8,8 230 49 <3 110 15
8.12.2014 20 <3 <3 20 2 <3 <18 <3 <3
16.12.2014 <18 <3 <3 20 <3 <3 330 24 7,4
23.12.2014 45 <3 <3 45 3,6 <3 20 24 3,6
5.1.2015 20 <3 <3 <18 <3 3,6 20 <3 3,6
13.1.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 110 9 4
20.1.2015 170 15 3,6 220 3,6 3,6 490 46 9,3
10.2.2015 20 3 3 45 3 3.1 e <3
19.2.2015 20 <3 <3 <18 3,6 3,6 230 9 3,6
10.3.2015 <18 <3 <3 <18 <3 3,6 <18 <3 <3
20.3.2015 330 46 7.4 68 46 <3 45 110 3,1
8.4.2015 <18 <3 <3 20 <3 3,6 45 <3 <3
14.4.2015 20 <3 <3 <18 <3 <3 78 <3 <3
20.4.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
4.5.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 45 9,3 <3
11.5.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 3,6
19.5.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 9,3 <3
3.6.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
9.6.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
16.6.2015 <18 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
2.7.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
8.7.2015 <18 24 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
16.7.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
3.8.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 <3 <3
10.8.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 <18 3,6 <3
17.8.2015 78 3,1 3,6 <18 9,3 3,6 >110 >110
31.8.2015 <18 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 3,6
7.9.2015 45 <3 <3 20 <3 <3 <18 <3 <3
1592015 45 3 3 N - 3 3 3
5.10.2015 <18 <3 <3 <18 <3 <3 110 <3 <3
13.10.2015 45 46 <3 <18 <3 <3 <18 <3 3,1
28.10.2015 45 <3 <3 230 3,1 <3 110 >110




7. Prisotnost sevov E. coli, ki izlo¢ajo beta-laktamaze z razSirjenim spektrom delovanja

Skupno smo preiskali 136 vzorcev in seve E. coli, ki izlo¢ajo beta-laktamaze z raz$irjenim spektrom
delovanja (ESBL) in jih ugotovili pri 5,9 % klapavic (2/34) iz gojisca Seca, pri enakem odstotku tudi
v Strunjanu, ne pa tudi na Debelem rticu. Delez ESBL iz prosto nabranih klapavicah ob svetilniku je
bil 14,7 % (5/34). Sevov E. coli, ki izlo¢ajo AmpC nismo ugotovili.

8. Ugotavljanje virulen¢nih faktorjev

A, B)), ostalih 17 (27,9 %) pa potencialno patogenih (skupine B2,, B23, D, D,) (tabela 9). V vzorcih
iz Strunjana smo pri treh sevih (4,9 %) ugotovili tudi gen eae in pri enem (1,6 %) pa tudi
enterohemolizin Alyen. Verotoksinov nismo ugotovili.

Med vzorci iz Sece smo od preiskanih 71 sevov E. coli, 61 (85,9 %) uvrstili med komenzalne, 10
(14,1 %) pa med patogene (tabela 10).

Od 26 preiskanih sevov iz Debelega rti¢a jih je bilo 19 (73,1 %) komenzalnih in 7 (26,9 %) patogenih
(tabela 11).

12 sevov od skupno 16 (75,0 %), izoliranih iz prosto nabranih klapavic ob svetilniku na Debelem
rti¢u je bilo komenzalnih, Stirje (25,0 %) pa patogeni (tabela 12).

Geni eae, hlyen, vitxI in vix2 niso bili prisotni pri nobenem izoliranem sevu E. coli iz Sece, Debelega
rtica in pri prosto nabranih klapavicah.

Tabela 9: Pregled ugotovljenih filogenetskih skupin bakterij E. coli izoliranih iz klapavic, gojis¢e Strunjan.

Filogenetska Ay A B, B2, B2; D, D, Skupaj

skupina

Strunjan/

odvzemna tocka

818 8 2 7 0 5 1 0 23

817 4 2 8 1 2 2 1 20

757 6 1 6 0 4 1 0 18

Skupaj 18 5 21 1 11 4 1 61
(29,5 %) (8,2 %) (34,4 %) (1,6 %) (18,0 %) (6,6 %) (1,6 %) (100 %)
Komenzalne bakterije Patogene bakterije
44 (72,1 %) 17 (27,9 %)

Tabela 10: Pregled ugotovljenih filogenetskih skupin bakterij E. coli izoliranih iz klapavic, gojisce Seca.

Filogenetska Ay A B, B2, B2; D, D, Skupaj

skupina

Seca/odvzemna

tocka

752 9 3 7 0 0 0 2

904 8 9 7 0 1 1 1

1021 10 3 8 0 1 4 1

Skupaj 27 15 22 0 2 5 4 75
(36,0 %) (20,0 %) (29,3 %) (0 %) (2,7 %) (6,7 %) (5,3 %) (100 %)
Komenzalne bakterije Patogene bakterije
64 (85,3 %) 11 (14,7 %)

Tabela 11: Pregled ugotovljenih filogenetskih skupin bakterij E. coli izoliranih iz klapavic, gojis¢e Debeli rtic.

Filogenetska Ay A B, B2, B2; D, D, Skupaj
skupina




Debeli

rti¢/odvzemna

tocka

996 5 2 5 0 0 0 1

819 1 4 2 0 0 4 2

Skupaj 6 6 7 0 0 4 3 26
(38,0 %) (16,9 %) (31,0 %) (0 %) (0%) (5,6 %) (5,6 %) (100 %)
Komenzalne bakterije Patogene bakterije
19 (73,1 %) 7 (26,9 %)

Tabela 12: Pregled ugotovljenih filogenetskih skupin bakterij E. coli izoliranih iz prosto nabranih klapavic.

Filogenetska Ay A B, B2, B2; D, D, Skupaj
skupina
Prosto nabrane -
Svetilnik
2 3 7 0 4 0 0
Skupaj 2 3 7 0 4 0 0 16
(38,0 %) (16,9 %) (31,0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (100 %)
Komenzalne bakterije Patogene bakterije
12 (75,0 %) 4 (25,0 %)

9. Kontaminacija Skoljk z norovirusi in virusom hepatitisa A

Stopnja kontaminacije klapavic z norovirusi je bila v gojis¢u Seca 29,4 % (10/34), na Debelem rticu
48,5 % (16/33), v Strunjanu 54,5 % (18/33), pri prosto nabranih klapavicah ob svetilniku na Debelem
rticu 67,7 % (21/31) (tabela 13).

Tabela 13: Pregled kontaminiranih vzorcev po lokacijah in skupinah norovirusov

Skoljgisce Pozitivni vzorci po skupinah Skupno Stevilo

pozitivni pregledanih

VZorcev po

GI GII GI+GII Skolj¢iscu
Seca 1/10 (10,0 %) | 8/10 (80,0 %) | 1/10(10,0 %) | 10/34 (29,4 %) | 34
Strunjan 5/18 (27,8 %) | 7/18 (38,9 %) | 6/18 (33,3 %) | 18/33 (54,5 %) | 33
Debeli rti¢ 2/16 (12,5 %) | 4/16 (25,0 %) | 10/16 (62,5 %) | 16/33 (48,5 %) | 33
prosto 3/21 (14,3 %) | 6/21 (28,6 %) | 12/21 (57,1 %) | 21/31 (67,7 %) | 31

......

genske skupine GI, 43,2 % (19/44) genske skupine GII ter 38,6 % (17/44) obe genski skupini. Pri
prosto nabranih klapavicah je 14,3 % (3/21) pozitivnih vzorcev vsebovalo GI, 28,6 % (6/21) GII in
57,1 % (12/21) obe skupini (tabela 13).




vvvvv

vvvvv

do najve¢ 360. Najvisje Stevilo virusnih kopij za GI smo ugotovili pri prosto nabranih klapavicah v
novembru (1190 kopij/g), medtem ko je bilo najvi§je dolofeno $tevilo za GIT 8114 kopij/g v

vvvvv

vzorec vseboval manj kot 100 virusnih kopij/g tkiva.

V gojiscu Seca smo ugotovili noroviruse pri zadnjem decembrskem vzorcenju, ko sta bili prisotni obe
genski skupini, nato pri prvih dveh vzorcih januarja s priblizno enako stopnjo kontaminacije GII, pri
vzorcih iz zadnjega januarskega vzorcenja ne, nato pa pri obeh februarskih vzorcih. Prva dva aprilska
vzorca sta vsebovala nekoliko manj kopij GII kot zadnji aprilski vzorec (927 kopij/g) GII kar je tudi

vvvvv

vseboval le GI (tabela 14).
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Slika 42: Delez in stopnja kontaminiranih klapavic iz gojisca Seca.

tromesecju leta, najmanj kontaminiranih je bilo v obdobju julij—september, medtem ko je bila najnizja
stopnja kontaminacije med oktobrom in decembrom. Na sliki 42 je upoStevan seStevek GI in GII.

V gojis¢u Strunjan smo norovirusno RNA detektirali ze pri drugem novembrskem vzorcu; vseboval
je obe genski skupini, zadnji novembrski le GI, v zacetku decembra in pri predzadnjem decembrskem
vzorcu sta bili prisotni GI in GII. Takrat je bilo Stevilo norovirusov GII tudi najvisje (8114 kopij/g),
nato se je Stevilo pri januarskih vzorcih zmanjSalo. V marcu je bila pri enem vzorcu prisotna le GII,
prav tako pri enem vzorcu aprila in maja. V enem junijskem in julijskem vzorcu le GI, v avgustu obe
skupini, septembra le GI, zadnja dva oktobra le GII (tabela 14).
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Slika 43: Delez in stopnja kontaminiranih klapavic iz gojis¢a Strunjan.

V Strunjanu sta bila deleza kontaminiranih klapavic podobna v prvem in zadnjem tromesecju leta,

enor

skupin.

Na Debelem rticu sta bili od zadnjega novembrskega vzoréenja do konca januarja prisotni obe genski

skupini — najvi§je Stevilo kopij datumsko sovpada kot pri Strunjanu — zadnji teden decembra.
Februarja je bila prisotna le GII, zacetek marca norovirusi obeh genskih skupin, nato pa zadnja dva
vzorca aprila le GII, en junijski in avgustovski vzorec sta vsebovala le GI, prvi septembrski in zadnji
oktobrski pa obe skupini (tabela 14).
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stopnja kontaminacije najnizja (slika 44 prikazuje seStevek obeh genskih skupin).

Pri prosto nabranih klapavicah smo viruse ugotovili Ze pri prvem vzorcenju, nato pa podobno kot na
Prva aprilskih vzorca sta bila z niZjo stopnjo kontaminacije z obema genskima skupinama, maja in
junija je bila prisotna le GII, sredi junija le GI. Avgusta je bila istoasno kot v Strunjanu in na
Debelem rtic¢u prisotna le GII, v sredini avgusta, ko je bilo Stevilo bakterij E. coli najvisje, obe genski
skupini, nato pa je Stevilo GII padlo sredi septembra in se zopet zviSalo pri zadnjem oktobrske
vzorcu. Takrat smo noroviruse ugotovili na vseh lokacijah. Pri zadnjem vzorcu, ki je bil prosto
nabran, sta bili prisotni obe skupini, Stevilo bakterij E. coli pa je bilo takrat mo¢no presezeno (4900
MPN/100g).

Nekateri vzorci, ki smo jih pomnozili s qRT-PCR smo za ugotavljanje nukleotidnih zaporedij
pomnozili tudi z RT-PCR, so vsebovali norovirusno RNA velih sevov. Nekatere reakcije
sekvenciranja zaradi premajhne vsebnosti RNA niso uspele. Sevih, ki smo jih uspeli pomnoziti, so
vec¢inoma pripadali genski skupini GII.P4.

Med preiskovanimi vzorci virusa hepatitisa A nismo ugotovili.

Tabela 14: Pregled stopnje kontaminacije norovirusov in VHA po vzorcenjih

Skoljisce
/tocka Seca Seca Strunjan | Strunjan | D. rti¢ D. rti¢ Prosto Prosto
preiskava | NOV VHA NOV VHA NOV VHA NOV VHA
6.11.2014 neg neg neg neg neg neg GI: 225 neg
GI: <100
14.11.2014 neg neg GII: 330 neg NA NA NA NA
GI: <100 GI:1190
21.11.2014 neg neg GI: 130 neg GII: 820 neg GII:970 neg
GI: 616 GI: 197 GI: 531
8.12.2014 neg neg GII: 1196 neg GII: 128 neg GII: 675 neg
GI: 823 GI: 655
16.12.2014 neg neg neg neg GII: 1340 neg GII: 622 neg
GI: <100 GI:475 GI: 300 GI: <100
23.12.2014 | GII: <100 neg GII: 8114 neg GII: 5908 neg GII: <100 neg
GI:< 100 GI: <100 GI: <100
5.1.2015 GII: 671 neg GII: 900 neg GII: 935 neg GII: 1257 neg
GI: <100 GI: <100 GI: <100
13.1.2015 GII: 681 neg GII: 1670 neg GII: 987 neg GII: 1567 neg
GI: <100 GI: <100
20.1.2015 neg neg neg neg GII: 3769 neg GII: 1097 neg
10.2.2015 GII: 117 neg GII: <100 neg GII: 350 neg GII: <100 neg
19.2.2015 | GII: <100 neg GII: 441 neg GII: <100 neg GII: 238 neg




GI: <100 GI: <100
10.3.2015 neg neg GII: 186 neg GII: 1222 neg GII: 938 neg
20.3.2015 neg neg neg neg neg neg neg neg
8.4.2015 GII: 314 neg neg neg neg neg NA NA
GI: 263
14.4.2015 GII: 101 neg neg neg GII: 1302 neg GII: 316 neg
20.4.2015 GII: 927 neg GII: 211 neg GII: 353 neg neg neg
4.5.2015 neg neg neg neg neg neg neg neg
11.5.2015 neg neg GII: 1320 neg neg neg neg neg
19.5.2015 neg neg neg neg neg neg GII: 312 neg
3.6.2015 neg neg NA NA GIL: <100 neg GII: <100 neg
9.6.2015 neg neg GIL: <100 neg neg neg neg neg
16.6.2015 neg neg neg neg neg neg GIL: <100 neg
2.7.2015 neg neg GI: 101 neg neg neg NA NA
8.7.2015 neg neg neg neg neg neg neg neg
16.7.2015 neg neg neg neg neg neg neg neg
GI: <100
3.8.2015 neg neg GII: 148 neg GI: 107 neg GII:339 neg
10.8.2015 neg neg neg neg neg neg neg neg
GI: 868
17.8.2015 neg neg neg neg neg neg GII: <100 neg
31.8.2015 GI: 300 neg GI: 359 neg neg neg GI: 291 neg
GI: <100 GI: 866
7.9.2015 neg neg GI: 289 neg GII: 259 neg GII: <100 neg
15.9.2015 neg neg neg neg neg neg GII: <100 neg
5.10.2015 neg neg neg neg neg neg neg neg
13.10.2015 neg neg GII: <100 neg neg neg neg neg
GI: <100 GI: <100
28.10.2015 | GII: <100 neg GII: <100 neg GII: 138 neg GII: 709 neg
Razprava

Slovenski del Jadranskega morja predstavlja le manjsi del severnega Jadrana. Severni Jadran je morje
zalivskega tipa. Zanj so znacilne slaba cirkulacija vodnih mas, plitvost, izdatni vplivi celinskih voda
in izpiranje fliSnega zaledja (Sotlar, 2000). Nastete znacilnosti dajejo severnemu Jadranu in naSemu
delu obalnega morja pecat ekoloSke nestabilnosti, zato so negativni vplivi posameznih dejavnikov na
njegovo kakovost bolj izraziti kot v globljih bolj odprtih morjih. Zaradi izdatnih vplivov celinskih
voda na celotno obmocje severnega Jadrana (slika 1), je slovenski del Jadranskega morja pod velikim
vplivom onesnazevanja sosednjih drzav in torej lahko govorimo o regionalnem vplivu na stanje voda.
Velike reke, ki pritekajo predvsem z italijanske obale s seboj prinasajo izdatne koli¢ine mo¢no
onesnazenih voda (Sotlar, 2000). Poleg regionalnega vpliva t.j. onesnazenja, ki ga v severni Jadran
prinesejo reke, je onesnazenost severnega Jadrana posledica tudi gospodarskega in urbanega razvoja
severno jadranskih obalnih mest z zaledjem. Na stanje voda oz. izmerjene koncentracije onesnazeval
v vodi poleg regionalnih virov vplivajo tudi lokalni viri onesnazenja.

Kemijske meritve vode
Od Sest merjenih parametrov onesnazeval (slike 22-27) smo statisticno znacilne razlike (p < 0,05)

med vzorénimi mesti ugotovili za koncentracije celotnega bakra (N = 26, Friedmanov test x> =
38,206, p <0,001), niklja (N = 25, Friedmanov test x2 =12,328, p <0,01) in 6-valentnega kroma (N =




25, Friedmanov test y° = 23,478, p < 0,001). Na podlagi rezultatov sklepamo, da imajo na
koncentracije teh spojin vec¢ji vpliv lokalni viri onesnaZenja kot regionalni. Na podlagi post-hoc
Wilcoxonovega testa predznacenih rangov smo ugotovili, da se v primeru celotnega bakra
koncentracije razlikujejo na vseh vzorénih mestih razen med vzorénima mestoma Strunjan 904 in
Seca 818 (slika 28). Tako najvi§je kot najnizje koncentracije smo izmerili ob Debelem rticu, vendar
prve na tocki 819 v zalivu Sv. Jerneja, druge pa ob svetilniku. V zalivu Sv. Jerneja ni nobenega
uradno evidentiranega vira onesnazevanja, vendar so bile izmerjene vi§je koncentracije, kot ob
svetilniku nedale¢ stran. Mozen vzrok je v neevidentiranem lokalnem viru onesnazenja, lahko tudi iz
blizine v Italiji. Vpliv lokalnih virov onesnazevanja na koncentracije celokupnega bakra potrjuje tudi
dejstvo, da smo v Seci in Strunjanu izmerili vi§je koncentracije kot na Debelem rti¢u ob svetilniku,
vendar nizje kot v zalivu Sv. Jerneja ob Debelem rti¢u. Za nikelj smo statisti€no znacilne razlike (p <
0,05) ugotovili le med vzorénima mestoma Seca 904 (vi§je vrednosti) in Debeli rti¢ 819 (nizje
vrednosti) (slika 29). Na vzorénih mestih Debeli rti¢ 819 in Seca 904 smo izmerili vi§je koncentracije
6-valentnega kroma kot na vzor¢nih mestih Debeli rti¢ svetilnik in Strunjan 818 (slika 30). Visje
izmerjene koncentracije v Seci bi lahko bile posledica vnosa snovi z reko Dragonjo, ki se izliva v
Piranski zaliv. Neposredno ob tem delu obalnega morja ni evidentiranih virov onesnazenja, ki pa so
prisotni ob drugih delih obale, kjer so bile zabelezene nizje koncentracije. Za potrditev domneve bi
morali izvajati meritve tudi na reki Dragonji. Statisticno znacilnih razlik med vzorénimi mesti nismo
ugotovili za prosti baker, cink in sulfat (N = 24-27, Friedmanov test Xz =1,17-4,92, p > 0,05). Enake
koncentracije teh parametrov na vseh vzor¢nih mestih nakazujejo, da ima pomemben vir onesnazenja
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regionalne narave.
Elementi v §koljkah

Poleg kemijskih meritev v morski vodi smo izvedli tudi nekatere kemijske analize v §koljkah. Opazili
smo, da je na vsebnost kadmija, svinca in zivega srebra v Skoljkah statisticno vplivalo mesto
vzorcenja, medtem ko na vsebnost cinka nista signifikantno vplivala ne ¢as vzor€enja in ne lokacija
vzorcenja (two-way ANOVA). Vsebnosti Cr, Mn, Fe, Ni, Hg in Pb v mesu $koljk so bile najvisje v
zimskih mesecih od januarja do marca, kar je lahko povezano s hitrostjo rasti $koljk. Vsebnost ostalih
elementov v meso $koljk se ni bistveno spreminjala z letnimi ¢asi, smo pa posamezen mesec opazili
nekoliko vi§je ali nize vsebnosti, ki pa najverjetneje niso povezane s sezonskimi variacijami. Najnizje
vsebnosti tezkih kovin smo dolo¢ili v Se¢i. Najvis§je vsebnosti Zivega srebra in svinca smo dolo¢ili v
klapavicah iz Debelega rtiCa. ViSje vsebnosti zZivega srebra povezujemo z vi§jo vsebnostjo v
sedimentu na Debelem rti¢u (ARSO, 2015). Meso s§koljk je bilo primerno za prehrano ljudi in skladno
z Uredbo komisije $t 1881/2006 saj so vsi vzorci mesa Skoljk vsebovali manj zivega srebra kot 0,50
mg/kg mokre teze, manj Cd kot 1,0 mg/kg ter manj Pb kot 1,5 mg/kg mokre teze. Leta 2010 je bil v
Uredbi o stanju povrSinskih voda doloc¢en okoljski standard za tkiva mediteranske klapavice, v
katerem je navedeno, da lahko meso klapavic vsebuje 0,02 mg Hg/kg mokre teze (Ur. 1 RS, st. 14/09,
98/10). Na sliki 6 vidimo, da je bila vsebnost Hg v vecini vzorcev vi§ja od omenjene vrednosti,
vendar pod mejo Uredbe 1881/2006. O visjih vsebnostih Hg v mesu skoljk, kot ga dolo¢a okoljski
standard, poroca tudi ARSO (2015), ki v okviru monitoringa opravlja analize vsebnosti nekaterih
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Debelega rtica.

Kontaminacija $koljk z indikatorskimi mikroorganizmi




Skoljke za prodajo lahko izhajajo le iz proizvodnih obmo¢ij z dolodenimi lokacijami in razmejitvami,
ki jim pristojni organ opredeli v eno od treh kategorij, glede na stopnjo fekalne onesnazenosti.

Vse zive $koljke, ki gredo na trg za neposredno prehrano ljudi, morajo biti skladne z mikrobioloSkimi
merili, dolo¢enimi z Uredbo (ES) 2073/2015 in zdravstvenimi standardi za Zzive Skoljke, ki so
opredeljeni v Poglavju V oddelka VII Priloge III Uredbe (ES) $t. 853/2007 glede organolepti¢nih
lastnosti in vsebnosti morskih biotoksinov.

Skoljke razreda A se lahko nabirajo za neposredno prodajo na trgu brez dodatne obdelave. Te §koljke
morajo ustrezati pogojem Uredbe (ES) 2073/2015, torej koncentracija bakterij E. coli ne sme
presegati 230 MPN E. coli v 100 g (mesa Skoljk in intervalvularne tekocine).

Kontaminacija Skoljk iz podrocij, ki so uvr§¢ena v kategorijo B, v 90 % vzorcev ne sme presegati
meje 4600 E. coli v 100 g. V preostalih 10 % vzorcev zive Skoljke ne smejo presegati 46 000 E. coli v
100 g mesa in tekocCine. Iz teh podrocij se Skoljke lahko dajejo v promet za prehrano ljudi Sele po
obdelavi v centru za preciS¢evanje ali po ponovni nasaditvi, ko izpolnjujejo zdravstvene standarde.
Uredba (ES) 2285/2015 dopolnjuje oziroma spreminja Uredbo (ES) 854/2004 in Uredbo (ES)
2073/2015, njena dolocila pa bodo stopila v veljavo 1. 1. 2017. Uredba za klasifikacijo v razred A
navaja, da vsaj 80 % vzorcev ne sme presegati meje 230 E. coli na 100 g mesa in intervalvularne
tekocine, preostalih 20 % vzorcev pa ne sme presegati meje 700 E. coli na 100 g. Uredba dopusca, da
pristojni organ na podlagi ocene tveganja, ki temelji na raziskavi odlo¢i da ne uposteva anomalnih
rezultatov. Uredba doloc¢a tudi spremembo Poglavja 1 v Prilogi k Uredbi (ES) 2073/2005 in sicer v
Merilih varnosti, ki v tocki 1.25 dolocajo zahteve za zive Skoljke, iglokozce, plas¢arje in polze.
Predvideno je vzor¢enje petih enot za vzorec in doloCene so sledece zahteve:

,1.25 Zive skoljke in #ivi | E. coli (*%) | 5 (1) | 1 230 MPN/ 700 MPN/ EN/ISO | Proizvodi, dani
iglokozci, plascarji in 100 g mesa 100 g mesa | 16649-3 | v promet med
morski polzi in intravalvu- | in intravalvu- rokom uporab-

larne tekocine | larne tekocine nosti*

E. coli v zivih 8koljkah in Zivih iglokoZcih, plascarjih in morskih polzih:

— rezultat je zadovoljiv, ¢e je vseh pet ugotovljenih vrednosti < 230 MPN/100 g mesa in intravalvularne
tekocCine ali e je ena izmed petih ugotovljenih vrednosti > 230 MPN/100 g mesa in intravalvularne tekocine,
vendar < 700 MPN/100 g mesa in intravalvularne tekocine,

— rezultat je nezadovoljiv, ¢e je katera koli izmed petih ugotovljenih vrednostih > 700 MPN/100 g mesa in
intravalvularne tekocine ali e sta vsaj dve izmed petih ugotovljenih vrednosti > 230 MPN/100 g mesa in
intravalvularne tekocine.

V Uredbi (ES) 854/2004 tudi navaja, da je klasificirana obmocja ponovne nasaditve in proizvodna
obmoc¢ja treba obcasno spremljati. Za izvajanje je treba narediti nacrte vzorcenja, tako da se predvidi
redno preverjanje ali za vsak primer posebej, ¢e so obdobja pobiranja neredna. Geografska
razporeditev odvzemnih mest in pogostnost vzoréenja morata zagotavljati, da so rezultati analize za
zadevno obmocje ¢im bolj reprezentativni. Tudi Vodnik Skupnosti dobre prakse za mikrobiolosko
klasifikacijo $kolj¢is¢ (The Community Guide to the Principles of Good Practice for the
Microbiological Classification and Monitoring of Bivalve Mollusc Production and Relaying Areas
with regard to Regulation 854/2004, 2016) priporoc¢a, da je za primere, ko ne gre za celoletno
komercialno aktivnost vzor¢enje izvedeno manjsi del leta, vendar pred in med sezono, na podlagi
katerega se ugotovi mikrobioloski status podrocja.
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prec¢iScevanje. Poznani so podatki o kontaminaciji Skoljk z bakterijami E. coli v Sloveniji v letih
2003 in 2004 (Biasizzo in sod., 2005), ko je bilo Stevilo 230 E. coli/100g presezeno v povprecno 10




% testiranih skoljk, Stevilo 4600 pa le izjemoma (manj kot 1 % vzorcev). Tudi v Poro¢ilu o zoonozah
in povzrociteljih zoonoz v letu 2012 (UVHV VR, 2013), ki povzema podatke o kontaminaciji $koljk iz
obdobja od 2007 do 2012 ugotavljajo, da je 91,2 % vzorcev ustrezalo pogojem za cono A, oziroma
100 % vzorcev za cono B. V Porocilu za leto 2013 (UVHVVR, 2014) je razvidno, da je v letih od
2008 in 2009 le po en vzorec iz Strunjanskega zaliva (8kolj¢iSce Strunjan) presegel vrednost 4600, v
letu 2010 le en vzorec iz Piranskega zaliva (Seca), v letu 2011 pa dva vzorca iz Sece in en vzorec iz
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Debelega rti¢a v obdobju od 2008 do 2013 vrednosti 4600 MPN E. coli niso nikoli presegli.

V obdobju raziskovalnega projekta smo proucevali rezultate kontaminacije klapavic (mesecno
vzorCenje) v letih 2013, 2014 in 2015 za namen uradnega nadzora ter rezultate pogostejSega
vzorcenja pridobljene v obdobju od novembra 2014 do oktobra 2015 za namen te Studije.

V obdobju enega leta (od novembra 2014 do oktobra 2015) smo testirali 306 vzorcev Skoljk, nabranih
Pri 270 (88,2 %) vzorcih, rezultati kontaminacije niso presegli mejne vrednosti 230 MPN E. coli/100
g, pri 36 (11,8 %) vzorcih pa je bila ta vrednost presezena. Od skupno 36 presezenih vrednosti jih je
bilo 14 (38,9 %) v obmo¢ju med 230 in 700 MPN/100g, 18 (50,0 %) rezultatov lahko uvrstimo v
obmoc¢je med 700 in 4600 MPN/100g, 4 (11,1 %) rezultati, od tega trije iz obmo¢ja prostega
nabiranja, pa so vrednost 4600 presegli (tabela 15). Med vzorénimi tockami je bila najpogosteje
mejna vrednost presezena na obmocju prostega nabiranja, kar 8-krat, tudi vrednosti kontaminacije so
bile tu najvi§je (tabela 15).

Ce podrogje prostega nabiranja izvzamemo iz obsega obdelave, ker ni obmo¢je gojenja $koljk, so bili
rezultati kvantifikacije E. coli v obmoc¢ju do mejne vrednosti 230 MPN E. coli/100 g v 89,7 %
(244/272), presezenih pa je bilo 10,2 % (28/272) rezultatov. Delez teh rezultatov je v skladu s
spremembo dolocil Uredbe 854/2004, ki bo zacela veljati v letu 2017. Tudi ob pregledu stanja na
posameznih tockah v tem obdobju, ugotavljamo delez rezultatov, ki so bili uvrS¢eni do mejne
vrednosti 230 MPN E. co/i/100 g na vseh vzor¢nih tockah vseh treh §kolj¢is¢ nad 80 % (tabela 15).

kontaminacije z E. coli - vzor¢enje za namen projekta.

Odvz. . . . . .

tocka Seéa Seca Seca Strunj 2 Strunj 2 Strunj 2 Det;filél De‘t;filél Prosio .
MPN/100 752 904 1021 817 318 757 819 996

g

<230 29 32 28 30 30 31 31 33 26 | 270
230-700 1 0 3 1 3 1 2 0 3 14
700-4600 4 2 3 3 1 1 1 1 2 18
> 4600 0 0 0 0 0 1 0 0 3 4
> 230 5 2 6 4 4 3 3 1 8 36
% (> 230) 14,7 5,9 17,6 11,7 11,7 8,8 8,8 2,9 23,5 | 11,8
St.
testiranih 34 34 34 34 34 34 34 34 34| 306

V obdelavo podatkov smo dodatno vkljucili 88 rezultatov (11 rezultatov za posamezno tocko
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394 rezultatov, ki so bili pridobljeni v tem obdobju, od tega je 360 rezultatov pridobljenih iz
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vzorcenje za namen projekta in nacionalnega monitoringa $koljk v obdobju od novembra 2014 do oktobra 2015.

Odvz. tocka |  Seca Seca Seca Strunjan | Strunjan | Strunjan th?gh th?gh s
MPN/100g 752 904 1021 817 818 757 819 996

<230 40 42 37 38 40 38 41 44 318
230 -700 1 1 6 2 4 4 3 0 21
700 - 4600 4 2 3 4 2 2 1 1 19
> 4600 0 0 0 1 0 1 0 0 2
> 230 5 3 9 7 6 7 4 1 42
% (> 230) 11,1 6,7 20,0 15,6 13,3 15,6 8,9 252 11,7
testiranih 45 45 45 45 45 45 45 45 360

Glede na trenutno veljavno zakonodajo in prikazane rezultate (tabela 16), zaradi vrednosti, ki so
presegale mejno vrednost 230 MPN E. coli/100 g, nobenega od $kolj¢is¢ ni mogoce direktno uvrstiti
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razlike.
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Skolj¢isée Seca

ustrezali zahtevam veljavne Uredbe. V vseh treh vzorénih toc¢kah skupaj smo v enoletnem obdobju
(od novembra 2014 do oktobra 2015) vzorcenja zabelezili 17 preseznikov, kar znaSa 12,6 % (tabela
16). Osem vrednosti je bilo v obmocju 230-700 MPN E. coli/100 g, 9 pa v obmocje 700-4600 MPN
E. coli/100 g. Noben rezultat vrednosti 4600 MPN E. coli/100 g ni presegel (tabela 16). Rezultati za
vzorce iz toCke odvzema 904 so presegli vrednost 230 MPN E. co/i/100 g v 6,7 % (3/45), v tocki 752
v 11,1% (5/45), v toc¢ki 1021 pa v 20% (9/45).

Rezultati uradnega vzorcenja v letu 2013 in vse do dezevja v novembru 2014 (tabela 4), niso
presegali nivoja 700 MPN E. coli/100 g. V asu pogostega vzorcenja, so rezultati Skoljk tocke Seca
904 presegali to vrednost v ¢asu ekstremnega dezevja v novembru 2014 in v sredini decembra, v letu
2015 pa vrednost ni bila preseZena. Za tocko Seca 752 razpolagamo le z 8 rezultati iz let 2013 in 2014
pred pri¢etkom vzorcenja za namen projekta. Vsi rezultati v tem obdobju so bili pod mejo 230 MPN
E. coli/100 g. Tudi na tej tocki je opazno poviSanje kontaminacije po dezevju v novembru 2014 ter
tudi v oktobru 2015, ko zopet belezimo visoko koli¢ino padavin (slika 52). Na sliki 46 so prikazane
vrednosti MPN po odvzemnih toc¢kah od januarja 2013 do novembra 2015.
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Skolj¢is¢e Strunjan
V obdobju pogostega vzoréenja, od novembra 2014 do oktobra 2015, so bili rezultati kontaminacije

Presezeno je bilo skupno 20 (14,8 %) vzorcev, od tega 10 v obmocju 230 —700 MPN, 8 v nivojskem
obmocju 700 — 4600 MPN, 2 pa sta presegla vrednost 4600 MPN E. coli /100g.

V novembru 2014, v obdobju ekstremnega dezevja in tik po njem, belezimo visok porast
kontaminacije Skoljk. Na tocki Strunjan 817 so bile zelo visoke vrednosti 20. novembra, najvisja je
celo presegla mejo 4600 MPN E. coli /100g. Ze pri vzoréenju naslednjega dne pa opazamo znaten
upad kontaminacije. Na tej tocki je bila vrednost 700 MPN E. coli /100 g presezena Se v decembru
2014, konec julija 2015 in oktobru 2015. Dvig koncentracije E. coli v $koljkah smo v juliju 2015
Za obdobje od januarja 2013 do novembra 2014 razpolagamo z 22 rezultati uradnega vzorcenja, ki
niso presegali meje 700 MPN E. coli /100 g.

Podobna slika kot v toc¢ki 817 je v obdobju pogostega vzorcenja razvidna tudi na tocki Strunjan 818.
Porast koncentracije E. coli v Skoljkah je opazen v dezevni periodi v novembru 2014, vendar
vrednosti niso tako visoke kot na tocki 817 ter tudi v decembru 2015, ko je koncentracija dosegla
Strunjan vrednost kontaminacije pod 700 MPN E. coli /100 g. Za obdobje 2013 in do novembra 2014
razpolagamo z 22 rezultati uradnega vzorcenja, med katerimi so vrednosti dvakrat presegale mejo
700 MPN E. coli /100 g, v obeh primerih je bila ta vrednost 790 MPN E. coli /100 g.

Pri pregledu rezultatov iz toc¢ke Strunjan 757 opazamo prekoracitev nivoja 700 MPN E. coli /100 g ob
dezevju v novembru 2014 in tudi visok porast koncentracije v oktobru 2015 (4900 MPN E. coli /100
g). Vrednosti tekom celega vzorénega obdobja, razen v obdobjih dezevja, so bile pod nivojem 700
MPN E. coli /100 g (tabela 16). Za obdobje od januarja 2013 do novembra 2014 razpolagamo z 9
rezultati uradnega vzorcenja, ki niso presegali meje 700 MPN E. coli /100 g (tabela 4). Na sliki 47 so
prikazane vrednosti MPN po odvzemnih tockah od januarja 2013 do novembra 2015.
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Debeli rti¢ rezultati kontaminacije v obmoc¢ju do mejne vrednosti 230 MPN E. co/i/100 g v 91,1 %
oziroma 97,8 % glede na vzor¢no tocko, ta mejo pa je bila skupno presezena v 5 (5,6 %) primerih.
Na tocki 996 je bila mejna vrednost presezena le enkrat (2,2 %), na tocki 819 pa Stirikrat (8,9 %).
Vrednosti preseznikov pa so bile pri dveh vzorcih (po enem iz vsake tocke) uvr§c¢eni v obmocje 700
4600 MPN E. coli/100 g (tabela 16).

rezultat na tocki 996 je v obdobju intenzivnega vzorcenja presegel vrednost 700 MPN E. coli/100g.
Tudi v letu 2014 so bili vsi rezultati uradnega nadzora na tej tocki ugodni (< 230 MPN E. coli/100 g)
(tabela 16). Rezultati monitoringa iz leta 2013 kaZejo na enkraten nepojasnjen porast kontaminacije v
septembru.

Na toc¢ki 819 so S§tirje vzorci presegali mejno vrednost 230 MPN E. coli/100 g, od teh le ena tudi
vrednost 700 MPN E. coli/100 g. Trije vzorci s presezenimi vrednostmi, vkljuno z najvisjo
vrednostjo (3500 MPN E. coli/100 g), so bili vzor¢eni med in takoj po mo¢nem dezevju s poplavami,
ki je trajalo 14 dni. Dva vzorca, sta bila vzor¢enja v zaporednih dneh (20. in 21. 11. 2014). To obilno
dezevje bi, glede na porocila ARSO (2014), lahko ovrednotili kot ekstremen vremenski dogodek. V
letu 2013 se je v septembru, isto€asno kot na tocki 996, pojavila nepojasnjeno poviSana stopnja
kontaminacije, ter tudi v novembru 2014 v obdobju ekstremnega dezevja. Drugi rezultati niso
presegli vrednosti 700 MPN E. coli/100 g. Na sliki 48 prikazujemo vrednosti MPN po odvzemnih
tockah od januarja 2013 do novembra 2015.
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*ni v merilu, dopisana vrednost E. coli MPN/100 g

Tocka prostega nabiranja

Rezultati kontaminacije $koljk na tej tocki so bili v primerjavi s to¢kami §kolj¢iS¢ slabsi. V obdobju
dezevja v novembru 2014 se je koncentracija E. coli mo¢no povecala (11000 MPN E. coli /100g) ze v
zacetku meseca, ko na drugih tockah vrednosti $e niso presegle 230 MPN E. coli/100g. Posamezna
poviSanja koncentracije E. coli opazamo tudi pri posameznih vzorcenjih, ki pa se na drugih vzorénih

tockah niso zaznale. Najvisjo vrednost je kontaminacija dosegla v avgustu 2015, ko je znasala 17000
MPN E. coli/100g. Visok porast koncentracije E. coli pa smo zaznali tudi v oktobru 2015, ki sovpada
s povisanji v skolj¢iscu Seca.

Ocenjujemo, da je ta tocka izpostavljena dodatnim lokalnim vplivom, kot je blizina vecjega mesta
Koper, luke, obseznemu ladijskemu prometu in tudi morskemu toku, ki prihaja iz juznega dela.

Na prikazu stopnje kontaminacije Skoljk z bakterijami E. coli (slika 49) na posameznih vzor¢nih
tockah vidimo, da v smeri vi§jih vrednosti odstopa le pri tocki prostega nabiranja, za ostale tocke
Skolj¢is¢ pa odstopanja niso znacilna.
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V dezevnem obdobju od 5.11.2014 do 18.11.2014, so vrednosti rezultatov kontaminacije Skoljk
postopno nara$cale, ter dosegle najviSje vrednosti v dneh po koncu dezevja, cemur pa je sledilo
postopno upadanje (tabela 3).

ARSO v HidroloSkem poro¢ilu o poplavah od 5. do 20. novembra 2014 (2014) poro¢a o ve¢ med
seboj povezanih poplavnih dogodkih na podrocju vec¢jega dela Slovenije. Izredne hidrolosSke razmere
so se pricele 5. novembra zjutraj s poplavljanjem morja. Morje je do 7. novembra zvecer v Casu
jutranje in vecerne plime na mareografski postaji Koper vsakodnevno presegalo opozorilno viSino
300 cm in ob tem poplavljalo nizje predele obale. Najvisja viSina morja je bila 312 cm. V ¢asu od
15. do 19. novembra je morje poplavilo nizje predele obale Se v Stirih primerih. V teh dneh je
imelo morje najvisjo vi§ino 310 cm 18. novembra zjutraj (sliki 50 in 51).
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Slika 5: Opozorilni pretoki so bili 7. novembra 2014 ob 9. uri preseZeni v vecjem delu drzave.

Slika 50
Jadransko morje - Koper
330
ML‘ iy ) i Mtu
BO['“J?]' — T J VT
mmf UL AR Ak b JU LY A
A A i AW AT AR Nl
Exo M H | H;H)“' l‘k'l![‘ ‘nv‘u‘m\, W | H Mjll-‘l
gno& ll"l.‘, ]‘ Il ‘}u Vv i\{ ! v l’ M HJ
{ | |
§zm t} ‘4 ! it l‘J ! ', !‘J li:)
190 : :
170
150 +

05.11. 0711 09.11. 111 1341 15.11. 1711 19.11.
VEina morja Opozorilni vodastaj

Slika 19: Visina morja na mareografski postaji Koper v ¢asu poplav od 5. do 20.
novembra.

Slika 51

Sliki 50 in 51: Prikaz stanja pretokov 7. novembra 2014 (50) in viSine morja (51) v obdobju od 5. do 20. novembra 2014
VIR: ARSO, Hidrolosko poro¢ilo o poplavah od 5. do 20. novembra 2014 (2014)

V novembru 2014 je padla zelo velika koli¢ina padavin (sliki 50 in 51), mese¢na koli¢ina v Strunjanu
je bila 165 mm, kar je najveé v tem letu Vremenske razmere v novembru 2014 SO imele Verjeten

......
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vremenskega dogajanje glede kontaminacije Skoljk v tockah Seca 1021 in Debeli rti¢ 996 nismo




zaznali, saj koncentracija E. coli ni presegla vrednosti 230 MPN/100 g.

Riou s sod. (2007) je na osnovi hidrodinami¢nega modela potrdil vpliv dezevja na mikrobiolosko
sliko 8koljk, ter potrdil, da se zaradi poviSanega vodostaja poveca dotok fekalnih onesnaZzil na
gojitvena podro¢ja. Velik vpliv naj bi imeli predvsem manjsi pritoki, ki se zaradi mo¢nega dezja
prelivajo in v morje, tudi zaradi preobremenjenih komunalnih napeljav, prinasajo obsezne kolic¢ine
fekalnih onesnazil. Obremenjena so predvsem lokalna podroc¢ja v blizini teh pritokov in dodatno v
blizini obale. Stopnja kontaminacije je v teh obdobjih dodatno povezana tudi z gostoto naseljenosti v
priobalnem pasu (Glasoe in Christy, 2004). Te trditve do neke mere in z upoStevanjem lokalnih
deleznikov sovpadajo z rezultati v nasi $tudiji, kjer smo po tem obilnem dezevju zaznali poviSano
Na obmocju Sece je bilo povisanje obCutno a ne ekstremno (do 1100 MPN/100 g) kar povezujemo z
dotokom rek Drnice in Jernejevega kanala, ki sicer v obicajnih pogojih nista zelo obremenjeni.
Dodaten problem lahko na tej lokaciji predstavlja relativna zaprtost zaliva in je zato vpliv glavnih
tokov v slovenskem morju, ki bi razred¢il te negativne vnose, zelo omejen.

Skolj¢is¢a v Strunjanskem zalivu se nahajajo na bolj odprtem predelu morja, a vendar znotraj
Strunjanskega zaliva. Na obmo¢ju Strunjanskega zaliva prav tako ni zaznati vecjih onesnazevalcev.
Naselja na obalah zaliva (Piran, Fiesa, Pacug in Strunjan) imajo sicer urejen odvod komunalne
odpadne vode na cistilno napravo Piran, vendar glavni morski tok, ki poteka v smeri vzhoda s seboj
prinasa onesnazila iz izpusta komunalne Ccistilne naprave, ki se nahaja zahodno od obmocja
onesnazenja vode (14. 11. 2014 - do 38) in Skoljk (20. 11. 2014 do 5400 MPN E. coli/100 g) na tej
lokaciji visoko vendar se je koncentracija ze ob vzorcenju 21. 11. 2014 znatno zmanjsala (tabela 6).
Na tocki Debeli rti¢ 819 smo moc¢no poviSanje indikatorjev fekalnega onesnazenja v vodi zaznali ze
14. 11. 2014, ekstremni porast kontaminacije $koljk pa dan kasneje kot v Strunjanu, verjetno zaradi
kombiniranih vplivov tokov vzdolz slovenske obale in dodatno povratnih tokov iz TrzaSkega zaliva,
ki tudi sprejema vecje koli¢ine celinskih voda (npr. reke Reno, Pad, Adiza, Tagliamento, So¢a). Tok
ob slovenski obali lahko prinese onesnazila iz Koprskega zaliva, ki je populacijsko, industrijsko in
infrastrukturno, vkljuéno z ladijskim prometom in sidriS¢i zelo obremenjen. V mesecu novembru je
bilo poleg dezja tudi 10 dni z mo¢nim vetrom (> 6bf) od tega en dan viharnega vetra (> 8bf), ki mu,
vsaj v povrSinskih plasteh sledi tudi morski tok, kar je lahko imelo dodaten vpliv na gibanje morskih
mas. Visokim vrednostim Stevila E. coli pri vzor¢enjih 20. in 21. 11. 2014 je sledilo vzoréenje 27. 11.
2014, ko so bile vrednosti ve¢inoma pod mejno vrednostjo 230 MPN.

Vecdnevno dezevje z veliko koli¢ino padavin (slika 52) in vetrom se je ponovilo tudi v oktobru 2015,
ko prav tako opazamo zviSane koncentracije bakterij E. coli v $koljkah, predvsem na lokaciji Strunjan
in v nekoliko manjSem obsegu tudi v Seci. PoviSane kontaminacije vode v tem obdobju nismo
zaznali. Kontaminacija vode je lahko kratkotrajen pojav, ki ga pri tedenskem vzorcenju lahko ne
zaznamo, odrazi pa se pri Skoljkah, ki te mikrobe zadrzujejo. Na Skolj¢is¢u Debeli rti¢ so bile
vrednosti kontaminacije $koljk z bakterijami E. coli nizke (pod 230 MPN/100 g).

Primera dolgotrajnega dezevja nakazujeta vzro€no posledi¢no povezavo s pove€animi vrednostmi £.
coli v $koljkah. Glede na dva tovrstna dogodka v obdobju pogostega vzorcenja, povezave ni mogoce
z gotovostjo predpostaviti, vendar tudi drugi avtorji (Almeida in Soares, 2012; Glasoe in Christy,
2004) opazajo znalilno povezavo med obilnim deZevjem in slabSo higiensko kakovostjo vode ter
posledi¢no tudi Skoljk (Bettencourt et al, 2013). Ugotavljajo, da se stopnja kontaminacije skoljk ob
pojavu obilnega dezevja lahko poslabsa tudi za vec¢ kategorijskih razredov.
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Slika 52: Stevilo dni s padavinami in koli¢ina padavin izmerjenih na meteoroloskih postajah Dekani, Se¢a in Strunjan
VIR: ARSO, http://meteo.arso.gov.si/met/sl/archive/

Avtorji porocajo tudi o pomembnem vplivu temperature, slanosti in soncnega sevanja na
kontaminacijo vode in posledi¢no $koljk. Nizje vrednosti E. coli v $koljkah povezujejo z obdobji z
vi§jo temperaturo, vi§jo slanostjo in vedjim sonénim sevanjem, vi§je pa s koli¢inami padavin in




vlaznostjo (Bettencourt e tal., 2013; Almeida in Suares, 2012).
Za vzoréno obdobje v naSem projektu lahko opazimo, da se ob stanju poviSanja koncentracije E. coli,
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posledice zaznati tudi na drugih lokacijah, npr. v primeru dezevja, ko le to zajame celotno ozemlje
slovenske obale. Tak$no situacijo nakazujejo razmere 20. in 21. 11. 2014, ko je najvi§ja
kontaminacija ugotovljena v Strunjanu tocka 817, obcutno poviSanje pa smo zaznali tudi v drugih
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stanja sklepamo, da je priSlo do vecjega dotoka fekalnega vira, verjetno iz priobalnega pasu in s
pritoki zaradi obilnega in dolgotrajnega dezevja. Najvisjo stopnjo kontaminacije smo zaznali na tocki
prostega nabiranja, ki je lokacijsko zelo izpostavljena vplivom komunalnih in industrijskih odplak.

Rezultate kontaminacije Skoljk, ki smo jih vzor¢ili oziroma rezultate pridobili, smo ovrednotili tudi
sezonsko (tabela 17). V obdelavi smo vzor¢no leto razdelili na trimesecna obdobja in ugotovili, da je
stanje glede kontaminacije najslabSe v mesecih oktober, november in december, v katerih smo zaznali
skoraj 70 % vseh preseznikov. V toplejsSih mesecih je bilo preseznikov malo, vendar so posamezne
vrednosti presegale mejo 700 MPN /100 g, ki bo s 1. 1. 2017 veljala kot zgornja mejna vrednost
kategorije A, dopustna za najve¢ 20 % vzorcev (Uredba (ES) 2285/2015).

V obdobju izven opisanega tromesecja preseznikov (> 230 MPN/100 g) ni bilo na §kolj¢is¢u Debeli
rti¢ tocka 819, v Strunjanu tocki 757 pa vrednosti niso presegle meje 700 MPN/100 g.

oziroma tromesecja v letu

2015 2014
mesec jan | feb | mar | apr | maj | jun | jul | avg | sept | okt | nov | dec | skupno
Stevilo rez. > 230 / mesec 1 0 2 2 0 04| 3 1 9 |13 | 7 42
Stevilo rez. > 230 / 3 mesece 3 2 8 29 42
% rez. > 230/ 3 mesece 7,1 4.8 19,0 69,0 100

oziroma tromesecja v letu

2015 2014
mesec jan | feb | mar | apr | maj | jun | jul | avg | sept | okt | nov | dec | skupno
Stevilo rez. > 700 / mesec 010 0 2 0 0 |1]0 1 6 8 3 21
Stevilo rez. > 700/ 3 mesece 2 2 17
% rez. > 700 / 3 mesece 0 9,5 9,5 81,0 100

~~~~~~

tromesecja je prikazana v tabeli 17 in 18. Kontaminacija $koljk v obdobju od oktobra do decembra je
statisticno vi§ja glede na ostala trimesecja. V tem tromesecju je bilo visoko Stevilo dezevnih dni in
tudi koli¢ina padavin je bila vi§ja v primerjavi z ostalimi obdobji vzorénega leta (slika 55). Posnetek
stanja velja za vzoréno obdobje CRP v povezavi s podnebnimi in ostalimi dogodki v tem casu. Iz
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stopnja kontaminacije tudi iz leta 2013 in celotnega 2014, lahko opazimo, da se presezniki (> 700
MPN E. c0li/100g) v obdobjih med januarjem in septembrom pojavljajo izjemoma. Na sliki 53 je
prikazan delez rezultatov glede na nivo kontaminacije, po posameznih mesecih za vsa testirana
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jesenskem Casu (oktober—december).

100
|

80

E. coli MPN/100 g

O <230

0 230-700
o 700-4600
_ B >4600

% vzorcev

40

20

jan feb mar apr maj jun jul avg sep okt nov dec

mesecih vzor¢nega leta.

vvvvv

......

spomladanskem obdobju, vendar z izrazito niZjo intenzivnostjo. Pomembno pa je poudariti, da gre za
obdobje enoletnega spremljanja in je stanje v odvisnosti od vremenskih razmer v posameznem letu
lahko drugac¢no. Glede na opisan mocan vpliv dezevja in koli¢ine padavin na kontaminacijo morske
vode in $koljk ocenjujemo, da sta kriti€ni obdobji v jesenskem in spomladanskem ¢asu, lahko pa
prihaja do onesnazenj v razlicnih mesecih teh obdobij, glede na vremenske razmere v posameznem
letu.
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Slika 54 a: Prikaz deleza rezultatov za Skolj¢is¢e Seca, glede na nivo kontaminacije $koljk z E. coli, v posameznih mesecih
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O razlikah v kontaminaciji $koljk glede na letni ¢as poroc¢ajo tudi drugi avtorji (Riou in sod., 2007;
Almeida in Soares, 2012; Betteccourt in sod., 2013), kjer ugotavljajo vis§je koncentracije jeseni in
pozimi ter nizje poleti in spomladi ter opozarjajo na obcasne poraste ob mocnejSih dezevjih,
predvsem jeseni in spomladi. V naSi $tudiji smo zaznali ta sezonski vpliv, vendar je zaradi
prekratkega obdobja spremljanja ne moremo potrditi. Seveda na kontaminacijo vplivajo Stevilni
dejavniki, kot so padavine, slanost, temperatura, koli¢ina kisika in drugi, samostojno ali v
kombinaciji. V nasi $tudiji je ugotovljena logi¢na pozitivna korelacija med kontaminacijo skoljk z E.
coli in fekalnim onesnazenjem morske vode (p<0,0001) (slike 57-59) ter tudi negativna korelacija z
oksidacijsko redukcijskim potencialom in pH vode (p<0,05), ter Sibko negativna korelacija s
temperaturo.

Porocajo o negativni korelaciji s temperaturo, slanostjo in koli¢ino padavin (Almeida in Soares, 2012;
Betteccourt in sod., 2013). Son¢no obsevanje, ki povzroca propad mikrobov, naj bi v poletnih
mesecih imelo pomemben vpliv na zmanjSanje Stevila kontaminentov v vodi in posladi¢no tud v
Skoljkah, Se posebno v plitvejsih zalivih (Almeida in Soares, 2012). Tudi okoljske obremenitve zaradi
turizma v poletnih mesecih ni bilo zaznati.
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Na kontaminacijo morske vode in posledicno Skoljk vplivajo Stevilni dejavniki, kot so padavine,
slanost, temperatura, koli¢ina kisika in drugi, samostojno ali v kombinaciji. V na$i $tudiji je
ugotovljena logi¢na pozitivna korelacija kontaminacije Skoljk z E. coli s fekalnim onesnazenjem
morske vode ter tudi z oksidacijsko redukcijskim potencialom in pH vode. Poro¢ajo o negativni
korelaciji s temperaturo, slanostjo in koli¢ino padavin (Almeida in Soares, 2012; Betteccourt in sod.,
2013), ki pa glede na naSe rezultate ni bila potrjena. Son¢no obsevanje, ki povzro¢a odmiranje
mikrobov, naj bi v poletnih mesecih imelo pomemben vpliv na zmanjSanje Stevila kontaminentov v
vodi in posladico tudi v §koljkah, Se posebno pa se to odraza v plitvejsih zalivih (Almeida in Soares,
2012). Tudi okoljske obremenitve zaradi turizma v poletnih mesecih ni bilo zaznati.
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Deli morja, v katerih poteka dejavnost gojenja $koljk morajo poleg zahtev Vodne direktive (Vodna
direktiva, 2010) izpolnjevati tudi zahteve, dolocene v Direktivi 2006/113/ES Evropskega parlamenta
in Sveta z dne 12. decembra 2006 o zahtevah glede kakovosti voda, primernih za lupinarje (Direktiva
2006/113). Uredba je bila na nivoju EU pred leti razveljavljena, pri nas pa Se veljajo trije okoljski
predpisi, s katerimi je bila omenjena direktiva prenesena v nas pravni red (MKO, 2014). Dele morja
v Sloveniji, namenjene gojenju in nabiranju morskih $koljk in morskih polzev dolo¢a Pravilnik o
doloc¢itvi delov morja, kjer je kakovost vode primerna za Zivljenje in rast morskih $koljk in morskih
polzev (Ur. 1. RS §t. 38/2015), zahteve za kakovost vode v teh obmo¢jih in monitoring pa doloc¢ata
Uredba o kakovosti vode za zivljenje in rast morskih $koljk in morskih  polzev (Ur. 1. RS 52/2007)
ter Pravilnik o monitoringu kakovosti povrSinske vode za zivljenje in rast morskih Skoljk in morskih
polzev (Ur. 1. RS 71/2002). V primeru, da rezultati spremljanja kakovosti teh pogojev pokazejo
¢ezmerno obremenjevanje vode za morske Skoljke in morske polze dobi to okolje status
degradiranega okolja in se vkljuci v program ukrepov za izboljSanje.




Uradne sluzbe spremljajo kakovost vode skladno z zakonodajo namerilnih mestih s to¢no doloc¢enimi
koordinatami. Merilna mesta so v: SeCi — Piranski zaliv (X389234; Y39210, globina 12 m),
Strunjanskem zalivu (X390 336; Y43716, globina 14 m) in na Debelem rticu (X3339 244; Y51167,
globina 17 m).

Pogostost spremljanja ter kriterije za oceno ustreznosti vode doloca Uredba o kakovosti vode za
zivljenje in rast  morskih Skoljk in morskih polzev (Ur. 1. RS 71/2002), ki podaja parametre
kakovosti. Glede mikrobioloskih kriterijev je letno dolo¢en odvzem 4 vzorcev za ugotavljanje Stevila
koliformnih bakterij (MPN/100ml). Priporoc¢ena vrednost je 300 MPN/100 ml.
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2014, ki ga je izdalo MKO (MKO, 2014) so ovrednoteni rezultati za parameter koliformnih bakterij v
obdobju od leta 2010- 2014. V porocilu je navedeno, da izmerjene vrednosti koliformnih bakterij
fekalnega izvora v letu 2014 ne  kazejo mikrobiolo§kega onesnazenja vode, saj je bila vecina
vrednosti pod predpisano priporoceno vrednostjo oziroma vefina pod mejo zaznavnosti metode.
Podana je ocena, da se mikrobioloska kakovost vode z leti izboljSuje — glede na nizke vrednosti
rezultatov v zadnjih treh letih. Pomembna je ugotovitev, da so bile vrednosti koliformnih bakterij
nizke predvsem v poletnem ¢asu. Podatki so prikazani na sliki 56.
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Slika 56: Vrednosti koliformnih bakterij fekalnega izvora v morski vodi v letih 2010 - 2014 (VIR: MKO, Kakovost vode v
gojiseih dkoljk, 2014)

V raziskavi v okviru nasega Ciljnega raziskovalnega projekta smo ob odvzemu vzorcev $koljk po
predvidenem programu vsakokrat odvzeli tudi vzorce vode. Poleg kemijskih parametrov smo v
vzorcih vode ugotavljali §tevilo E. coli in enterokokov. Zeleli smo spremljati §tevilo bakterij E. coli v
vodi ob hkratnemu ugotavljanju Stevila teh bakterij v Skoljkah. Prisotnost E. coli in enterokokov v
vodah je znak fekalnega onesnazenja. Glede na to, da E. coli v vodi, zaradi vecje obcutljivosti na
Stevilne dejavnike v morski vodi, ne prezivi dolgo, je njena prisotnost znak sveze kontaminacije vode,
medtem ko za streptokoke velja, da v okolju prezivijo dalj ¢asa (NIJZ).

Rezultati onesnazenosti morske vode z indikatorskimi mikrobi E. coli in enterokoki ter kontaminacija
Skoljk z E. coli so med seboj znacilno povezani (p<0,0001). Koncentracija indikatorskih
mikroorganizmov je znacilno negativno povezana z oksidacijsko redukcijskim potencialom vode in
ph-jem vode. Korelacija je sicer Sibka vendar statisti¢no znacilna (p<0,05).
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razvidna.

Skolj¢is¢e Strunjan

Ugotovljene vrednosti bakterije E. coli v morski vodi so v preiskovanem obdobju nizke. Na
odvzemni tocki 817 in 818 smo najvisje vrednosti ugotovili v mesecu novembru in decembru 2014
(tabela Strunjan). Na tocki 817 je imelo od 34 preiskanih vzorcev vrednost E. coli pod mejo metode <
3 MPN/100 ml 27 vzorcev, kar predstavlja 79,4 % vseh vzorcev. Na tocki 818 je bilo pod mejo
detekcije 26 vzorcev (76,6 %) in na tocki 757 28 vzorcev (82,4 %).Na sliki 57 so prikazane srednje
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zaradi grafi¢nega prikaza spremenjeni v logaritemsko vrednost (logio £. coli MPN/100 ml).
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Slika 57: Vrednosti bakterij E. coli v vzorcih $koljk in morske vode v obdobju november 2014 - oktober 2015 (Strunjan).

Skolj¢isce Seca

Najvisje ugotovljene vrednosti E. coli v gojis€u Seca so bile ugotovljene v mesecu novembru in
decembru 2014 in v januarju 2015. Na tocki 752 je imelo od 34 preiskanih vzorcev vrednost E. coli
pod mejo metode < 3MPN/100 ml 21 vzorcev, kar predstavlja 61,8 % vseh vzorcev. Na tocki 907 je
bilo pod mejo detekcije 25 vzorcev (73,5 %), na tocki 1021 pa 16 vzorcev (47,0 %). Na sliki 58 so
prikazane srednje vrednosti rezultatov vzorcev Skoljk in morske vode glede Stevila E. coli v tem
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MPN/100 ml).
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Slika 58: Vrednosti bakterij E. coli v vzorcih $koljk in morske vode v obdobju november 2014 - oktober 2015na vseh
odvzemnih mestih (Seca).

vvvvv

Najvi§je ugotovljene vrednosti bakterij £. coli v gojis¢u Debeli rti¢ so bile prav tako ugotovljene v
mesecu novembru 2014. Na tocki 819 je imelo od 34 preiskanih vzorcev vrednost E. coli pod mejo
metode < 3MPN/100 ml 26 vzorcev, kar predstavlja 76,6 % vseh vzorcev, na toCki 996 pa 24
vzorcev (70,6 %). Na sliki 59 so prikazane srednje vrednosti rezultatov vzorcev Skoljk in morske
vode glede Stevila E. coli v tem $kolj¢iscu. Rezultati so zaradi grafi¢nega prikaza spremenjeni v
logaritemsko vrednost (log;o £. coli MPN/100 ml).
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Slika 59: Vrednosti bakterij E. coli v vzorcih $koljk in morske vode v obdobju november 2014 - oktober 2015 (Debeli rtic).




Bakterije E. coli in odpornost proti antibiotikom

Bakterije vrste E. coli so normalno prisotne v ¢revesni mikrobioti ljudi in toplokrvnih Zivali, vendar
pa so tudi pogosti povzroditelji &revesnih in zunaj-érevesnih okuzb ljudi in Zivali. Se posebe;
problemati¢ni so veckratno odporni sevi z genskimi zapisi za betalaktamaze z raz§irjenim spektrom
delovanja (ESBL) iz skupin CTX-M, SHV, TEM, AmpC ter karbapenemaze. Vir za c¢loveka
patogenih in odpornih sevov lahko tudi hrana. V Sloveniji se vsako leto izvaja monitoring z namenom
spremljanja odpornosti indikatorskih in patogenih mikroorganizmov proti protimikrobnim zdravilom.
V zadnjih nekaj letih je bilo izvedenih tudi ve¢ usmerjenih raziskav glede pojavnosti bakterij E. coli
ESBL, tako pri zivalih kot pri zivilih Zivalskega izvora. Rezultati so pokazali, da so pri zivalih in v
mesu ter mesnih izdelkih v Sloveniji prisotni sevi E. coli, ki so vec¢kratno odporni in/ali imajo genske
zapise za pomembne dejavnike virulence. V raziskavi iz leta 2010 je bilo testiranih 105 sevov E. coli,
osamljenih iz vzorcev surovega mesa zdravih rejnih Zivali (goveje, svinjsko in puranje meso in
ugotovili, da je bilo ve¢ kot 55 % vseh izolatov odpornih proti vsaj enemu antibiotiku. V takratni
raziskavi je izmed 105 izolatov E. coli samo v enem primeru osamljen sev E. coli z raz§irjenim
delovanjem betalaktamaz ESBL (iz svinjine) (Golob in sod., 2011). V zadnjih letih je bilo tudi v
Sloveniji opravljenih ve¢ §tudij o prevalenci sevov ESBL. V okviru monitoringa in raziskovalnega
projekta je bila od novembra leta 2011 do maja leta 2012 opravljena raziskava ugotavljanja prisotnost
teh sevov v piScan¢jem mesu v klavnicah in na prodajnih policah. V letu 2011 je bilo bil delez
izoliranih bakterij E. coli tipa ESBL/AmpC 76,3 %, v letu 2012 pa Se ve¢ - 80,7 % (Zdovc in sod.,
2013). Poleg fenotipske analize so v S$tudiji doloc¢ili tudi posamezne alele genov za B-laktamaze z
razSirjenim spektrom delovanja ESBL in AmpC. Problemati¢na je lahko prisotnost velikega Stevila
odpornih izolatov iz filogenetske skupine D. Taks$ni sevi, opremljeni z dodatnimi geni povezanimi z
virulenco, so namre¢ pogosto povzrocitelji izven-Crevesnih obolenj pri ¢loveku (Ambrozi¢ in sod,
2014). Skoljke kot vir genov za odpornost so bile do sedaj manj raziskane. V raziskavi med koncem
leta 2010 in v letu 2011 je bilo iz $koljk, ki so bile gojene v slovenskem morju, izoliranih in genetsko
opredeljenih 85 izolatov E. coli. V raziskavi so avtorji potrdili prisotnost odpornih in potencialno
patogenih sevov E. coli v §koljkah (Krizman in sod., 2014).

Z naso Studijo smo ugotovili, da je velik delez izoliranih bakterij E. coli spada med komenzalne
bakterije; v filogenetski skupini A (46,0 %) in B1 (32,0 %) je bilo skupno 79 % sevov. Nasi rezultati
sovpadajo z rezultatom Studije, ki so jo opravili v Sloveniji Trkov in sod. (2014), kjer je bilo med
sevi E. coli iz zivil v filogenetski skupini A 50 % in v B1 35,7 %, v skupino D je bilo uvrs¢eno 11,9
%, v B2 pa 2,4 % sevov.

Seve E. coli, ki izlo¢ajo beta-laktamaze z raz§irjenim spektrom delovanja — ESBL, smo ugotovili pri
14,7 % (5/34) vzorcih prosto nabranih klapavicah ob svetilniku na Debelem rticu, pri 5,9 % (2/34) iz
gojisca Seca, pri enakem odstotku tudi v Strunjanu, medtem ko na Debelem rti¢u ni bili prisotni.
tovrstnimi sevi kontaminirane v zelo nizkem delezu — v 3,9 % (4/102). Na obali ni registriranih vecjih
perutninskih obratov, ki bi pripomogli k vi§jem delezu ESBL. Vendar glede na rezultate naSe Studije
lahko omenimo, da je veCja verjetnost za prisotnost sevov, ko je Stevilo indikatorskih bakterij
poviSano - v vseh primerih, ko so bili prisotnih sevi ESBL, je bilo tudi Stevilo bakterij E. coli
povisano nad 230 MPN/100g.




Virusi

Uredba komisije (ES) §t. 2073/2005 o mikrobioloskih merilih za zivila ne doloca kriterijev za viruse v
zivih Skoljkah, kljub tem pa uvodoma poudarja, da je le-ta izredno pomembna.

V obdobju od konca decembra do sredine januarja ter v februarju so bili vsi preiskovani vzorci
kontaminirani. V drugi polovici vzorcenj - od maja do konca oktobra se je stopnja kontaminacije v
kopij GI smo ugotovili pri prosto nabranih klapavicah v novembru (1190 kopij/g), medtem ko je bilo
najvisje doloceno Stevilo za GII (8114 kopij/g) v decembrskem vzorcu iz gojis€a Strunjan. Med
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kontaminiranih Skoljk je bil med julijem in septembrom (slika 60).
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Delez kontaminiranih klapavic v nasi studiji je bil v Se¢i 29,4 % (10/34), v Strunjanu 54,5 % (18/33),
na Debelem rticu 48,5 % (16/33) in pri prosto nabranih klapavicah ob svetilniku na Debelem rticu
67,7 % (21/31).

tromesecju leta, najmanj kontaminiranih je bilo v obdobju od julija do septembra, medtem ko je bila
najnizja stopnja kontaminacije med oktobrom in decembrom.

V Strunjanu sta bila deleza kontaminiranih klapavic podobna v prvem in zadnjem tromesecju leta,
najmanj kontaminiranih je bilo od aprila do junija.
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stopnja kontaminacije najnizja.

Glede na prejSnje Studije - v raziskavi 2006-2008, ko je bil delez kontaminiranih klapavic v




vvvvv

RNA je bila v obdobju 2006—2008 najveckrat prisotna v 8koljkah iz gojis¢a na Debelem rticu (v 27,5
%), manj pogosto v Skoljkah iz Strunjana (19,6 %) in najmanj v Skoljkah iz Sece (7,0 %). V
prostozivec¢ih klapavicah je bila kontaminacija 33 % (2/6). Na Debelem rticu in v prosto zivecih
klapavicah iz okolice Pirana je bil tudi najpestrejSi nabor norovirusnih sevov (Henigman in sod.,
2012). V letih 2010, 2011, do marca 2012, je bila izvedena Se ena Studija v okviru CRP-a.
Norovirusna RNA je bila prisotna v 13 od 70 analiziranih vzorcev (18,6 %). Najmanjsi odstotek
kontaminiranih klapavic je bil v Seci (11,1 %), nekoliko ve¢ na Debelem rticu (21,4 %) in najve¢ v
Strunjanu (24,1 %). Dokazani norovirusi so pripadali obema genskima skupinama - I in IL
(UVHVVR,2014).

Najmanjsi delez kontaminacije klapavic smo tudi v tej Studiji potrdili v Seci (29,4 %). Za to lokacijo -
Secoveljski zaliv so ocenjene koli¢ine onesnazil nizke, vendar pa lahko tudi te nizke koliCine
predstavljajo nevarnost ob premajhni izmenjavi vode zaradi zaprtosti zaliva. Modelni izracuni
morskega toka pod vplivom bibavice namre¢ nakazujejo zelo nizke hitrosti vodnega toka, kar
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dve lokaciji sta z vidika izmenjave vode manj problemati¢ni, obstaja pa predvsem pri lokaciji
Strunjanski zaliv moznost prinosa onesnazil iz izpusta komunalne Cistilne naprave Piran z glavnim
tokom v slovenskem morju. Na lokaciji Debeli rti¢ pa prav tako obstaja moznost prenosa onesnazil iz
moc¢no obremenjenega Koprskega zaliva. NatancnejSa ocena prenosov onesnazil je mozna ob
podrobnejSem poznavanju virov onesnazenja in z numeri¢nimi izracuni hidrodinamike ob
upostevanju advekcije in disperzije obravnavanih onesnazil (Zupancic, 2016).

V primerjavi s podatki prej$njih Studij (Henigman in sod., 2012, UVHVVR 2014) je stopnja
kontaminacije precej vi§ja glede na prejSnja leta. V tej Studiji smo odvzeli tudi vecje Stevilo vzorcev
Se z drugimi fizikalnimi parametri: temperaturo vode, slanostjo, pH, oksigenacijo.

Pomemben dejavnik, ki je pripomogel k boljsi detekciji, je tudi razvoj metode. Pred objavo
mednarodnega standarda so bile razSirjene razlicne metode detekcije. Trenutno je v veljavi
mednarodni standard ISO/TS 15216-1/2013 za ugotavljanje norovirusov in virusa hepatitisa A, ki
predpisuje tudi postopke za kvantifikacijo — ugotavljanje Stevila virusnih delcev v vzorcih in
vkljucuje tudi upostevanje izkoristka ekstrakcije s kontrolnim mengovirusom.

Za noroviruse trenutno $e¢ nimamo na voljo metod, ki bi dokazovale viabilnost virusov, dokazemo jih
lahko le z molekularnimi metodami (RT-PCR in qRT-PCR). Pri tem pomnozimo del njihovega
genoma, vendar nimamo podatka ali je virus dejansko infektiven ali ne. Virusi se v Skoljkah ne
razmnozujejo, v njihovem tkivu pa lahko ostanejo Se dolocen ¢as kot infektivni delci. Visje kot je
ugotovljeno $tevilo virusnih kopij, veéje tveganje predstavlja za zdravje ljudi. Studije, ki so bile
narejene v Evropi navajajo, da so Skoljke z norovirusi kontaminirane v 30-60 %, ob¢asno tudi nad 70
%. Obicajno je Stevilo virusnih kopij nizko (< 100 /g). Primeri, ko je v vzorcu veé kot 10* kopij/g se
pojavijo v manj kot 15 % (EFSA, 2015).

Kvantitativni podatki za virus hepatitisa A so redkejsi, navadno je $tevilo kopij nizko, vzorcev z ve¢
kot 10* virusnih delcev je manj kot 3 % (EFSA, 2015).

Letna incidenca virusa hepatitisa A se v Sloveniji od leta 1997 znizuje. V letu 2014 je bila 0,5/100
000 prebivalcev. Obi¢ajno gre za primere, ko se potniki okuzijo v tujini. (UVHVVR,2014).

Glavni vir okub z norovirusi predstavlja prenos iz osebe na osebo (EFSA, 2011). Skoljke, ki se
uzivajo surove (ostrige), predstavljajo vecje tveganje kot Skoljke, ki jih toplotno obdelamo (na pr.
klapavice). Do kontaminacije lahko pride tekom proizvodnje ali pa naknadne kontaminacije. Zelo je
pomembno, da so gojene v okolju, ki ni onesnazen s fekalnimi odplakami. V Sloveniji do sedaj nismo
zasledili podatkov o okuzbi ljudi z norovirusi in VHA, katerim vzrok bi bile $koljke. V Sloveniji se




navadno jedo klapavice s predhodno toplotno obdelavo. Temperatura in ¢as obdelave obi¢ajno ni
tolikSen kot ga predpisuje priporocilo EFA (2015), ki predvideva za uni¢enje norovirusov in virusa
hepatitisa A 90 °C za 90 sekund. Glede na dobljene podatke iz te in prej$njih Studij ocenjujemo, da je
nevarnost kontaminacije za VHA zelo majhna. Nevarnost za okuzbe z norovirusi j predvsem v
zimskih zimskih mesecih. Vi§je temperature vode povezujejo z vi§jo metabolno aktivnostjo Skoljk in
zato hitrejSo stopnja odstranitve virusov (EFSA, 2015).

Trenutno zakonodaja Se ne prepisuje mej za noroviruse, Centralni referencni laboratorij za (EURL,
2015) priporoc¢a mejo 200 kopij/g tkiva ter da se Stevilo virusni kopij obeh genskih skupin sesteje, saj
je vsebnost 100 virusnih kopij/g blizu meje kvantifikacije laboratorijev (LOQ). Glede na podatke o
stopnji kontaminacije, ki jih imamo ob izbruhov bolezni, je predlog EURL, da se kot absolutno
zgornjo mejo proizvodnih obmocij postavi mejo 1000 kopij/g. Bistvenega pomena je okolje gojisc.
Kljub temu, da so Skoljke iz cone A, ki so glede bakterijske kontaminacije ustrezne obc¢asno tudi
prihaja do okuzb z norovirusi (EURL, 2015). Tudi v nasi $tudiji je prisotnost norovirusov sovpadala s
povisanim S$tevilom bakterij E. coli (> 230 MPN/100g) pri slabi polovici (46,1 %) vzorcev. Uredba
Komisije (ES) §t. 2073/2005 prav tako navaja, da obicajni fekalni kazalci niso zanesljivi za
dokazovanje prisotnosti ali odsotnosti norovirusov in da je zanaSanje na kazalce za odstranitev
fekalnih bakterij pri dolocanju ¢asov preciS€evanja za lupinarje nevarna praksa. Tudi postopek
depuracije, ki Skoljke uc¢inkovito ocisti bakterij, ni tako u¢inkovit za viruse (EFSA, 2012).

Zakljucki in priporocila naro¢niku

- Glede na trenutno veljavno zakonodajo in prikazane rezultate zaradi vrednosti, ki so
presegale mejno vrednost 230 MPN E. coli/100 g, nobenega od $kolj¢iS¢ ni mogoce
direktno uvrstiti v razred A.

- Glede na predstavljeno stanje v vzor¢nem obdobju CRP lahko vidimo, da je delez rezultatov

pa so koncentracije v 21 (5,8 %) vzorcih presegale mejo 700 MPN E. coli/100 g, dva
rezultata v Strunjanu pa sta presegala mejo 4600, ki predstavlja spodnjo mejno vrednost
klasifikacije §kolj¢iS¢ razreda B.

-V vzorénem letu CRP ugotavljamo izrazito poviSanje bakterij E. coli v jesenskem Casu in
manj spomladi, vendar ocenjujemo, da se glede na variabilnost pojavljanja padavin v naSem
okolju poviSane koncentracije lahko pojavljajo tudi spomladi. V poletnih mesecih, ko je
opaziti nizjo pojavnost mikrobov in virusov, praviloma tudi ni obilnih, predvsem pa
dolgotrajnih poslabsanj vremena.

- Glede na $tevilne izsledke iz literature in rezultate enoletnega vzorcenja ugotavljamo
sezonsko odvisnost kontaminacije Skoljk z bakterijami E. coli, to je pojavljanje vi§jih
koncentracij v spomladanskem in jesenskem Casu. V raziskavi je sezonski vpliv zelo oditen,
vendar ga zaradi prekratkega obdobja spremljanja ne moremo z gotovostjo potrditi oz.
natan¢no opredeliti glede na mesece v letu.




V obdelavi smo rezultate za Skoljke pridobljene v vzor¢nem letu razdelili na tromesecna
obdobja in ugotovili, da je stanje glede kontaminacije najslabSe v mesecih oktober, november
in december. V tem obdobju je bilo 81 % rezultatov, kjer so vrednosti presegale 700 MPN
E. coli/100 g.

Norovirusi so pogosteje prisotni v mesecih od oktobra do marca, najvi§ja stopnjo
kontaminacije je bila med januarjem in marcem. V naSem obdobju vzorcenja je bila najnizja
Strunjanu - 54,5 %. Izdelati bi bilo potrebno priporocila za pravilno (varno) pripravo Skoljk,
ko se le-te pred zauzitjem toplotno obdela. Ravno priprava predstavlja najpomembnejSo
kritiéno tocko pri okuzbah z virusi.

Virusa hepatitisa A v na$i Studiji nismo ugotovili. Tudi po podatkih predhodnih $tudij je

smemo izkljuciti.

Uredba Komisije (ES) st. 2073/2005 Se ne predpisuje mej glede vsebnosti norovirusov in
virusa hepatitisa A v Skoljkah, omenja pa, da je potrebno dolo€iti merila, ko so analiticne
metode dovolj razvite. V zadnjih letih je bil narejen temeljit razvoj metode, ki so opisane v
ISO/TS 15216-1:2013 in so tudi Ze v uporabi.

Potrdili smo logi¢no pozitivno korelacijo med fekalno onesnazenostjo vode in kontaminacijo
Skoljk ter negativno korelacijo med kontaminacije vode in Skoljk z oksidacijsko redukcijskim
potencialom, pH vode in temperaturo.

Seve E. coli, ki izlo¢ajo beta laktamaze z raz§irjenim spektrom delovanja, smo ugotovili le
pri dveh vzorcih iz Sece in dveh iz Strunjana (5,9 %), ne pa tudi na gojis¢u Debeli rti¢. Pri
prosto nabranih klapavicah je bil delez nekoliko visji - 14,7 %.

Glede stopnje kontaminacije $koljk z bakterijami E. coli v obdobju izvajanja projekta, je imel
najnizjo mediano $kolj¢isce Debeli rti¢ (9) in se statisti¢no znacilno razlikuje od ostalih dveh
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statistiéno znacilne razlike.

Ugotavljamo, da imajo ekstremni vremenski pogoji, predvsem obilna deZevja mocan vpliv na
onesnazenje morske vode in posledi€en porast vrednosti bakterij E. coli v Skoljkah. Te
podatke lahko pristojen organ po direktivi EU 2015/2285 uposteva pri kategorizaciji

vvvvv

Toplejsi del leta kaze na manjSo kontaminacijo Skoljk z virusi, kakor tudi s S$tevilom
indikatorskih mikrobov E. coli, zato ocenjujemo, da je v poletnih mesecih mikrobioloska
slika Skoljk najugodnejSa. Dokument EU dobre prakse za mikrobiolosko klasifikacijo v
skladu z Uredbo (ES) 854/2004 priporoca, da se lahko v primeru, ko gre za {isto
sezonsko komercialno aktivnost, vzorCenje izvaja manjsi del leta, vendar Se pred sezono

vvvvv

Glede na zgoraj omenjena priporo¢ila menimo, da je stanje mikrobioloSke kontaminacije




Skoljk v obdobju, ko so le-te prodajne velikosti tudi najbolj primeren parameter za presojo

Wt w v

glede kategorizacije posameznega Skolj¢isca.

Viri

1. Almeida C., Soares F. Microbiological monitoring of bivalves from the Ria Formosa Lagoon
(south coast of Portugal): a 20 years of sanitary survey Mar. Pollut. Bull., 64 (2) (2012), pp.
252-262.

2. Ambrozi¢ J, Golob M, Zdovc I. [beta]-laktamaze z razSirjenim spektrom delovanja pri




10.

11.

12.

13.

bakterijah vrste Escherichia coli v mesu pis¢ancev. V: KUSAR, Darja (ur.), OCEPEK,
Matjaz (ur.). Knjiga povzetkov : kongres SMD 2014, 6. kongres Slovenskega
mikrobioloskega drustva, 24.-26. september 2014, Bled, Slovenija. Ljubljana: Veterinarska
fakulteta, 2014, str. 111.

Anonymous. EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ); Norovirus (NoV) in oysters:
methods, limits and control options. EFSA Journal 2012;10 (1):2500. [39 pp.]
doi:10.2903/j.efsa.2012.2500. Available online: www.efsa.europa.eu/efsajournal.

Anonymous. Poro¢ilo o zoonozah in povzrociteljih zoonoz v letu 2012 (UVHVVR, 2013).

Anonymus. Annual epidemiological report 2014 — food- and waterborne diseases and
zoonoses ECDC.

http://ecdc.europa.eu/en/publications/ layouts/forms/Publication DispForm.aspx?List=4f55a
d51-4aed-4d32-b960-af70113dbb90&ID=1210#sthash.5VvQN109.dpuf.

Anonymus. EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ). Scientific Opinion on an update
on the present knowledge on the occurrence and control of foodborne viruses EFSA Journal
2011;9(7):2190 [96 pp.]. 10.2903/j.efsa.2011.2190.

Anonymus. EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ); Evaluation of heat treatments,
different from those currently established in the EU legislation, that could be applied to live
bivalve molluscs from B and C production areas, that have not been submitted to purification
or relaying, in order to eliminate pathogenic microorganisms. EFSA Journal
2015;13(12):4332. 76 pp. 10.2903/j.efsa.2015.4332.

Anonymus. EURL, Discussion paper on live bivalve molluscs (LBM) and human enteric
virus contamination: options for improving risk management in EU food hygiene package.
2015. https://eurlcefas.org/media/13637/ws12_15.pdf 27.6.2016.

Anonymus. Microbiological Monitoring of Bivalve Mollusc Harvesting Areas - Guide to
Good Practice: Technical Application. Issue 5. The Community Guide to the Principles of
Good Practice for the Microbiological Classification and Monitoring of Bivalve Mollusc
Production and Relaying Areas with regard to Regulation 854/2004. 2014.
http://ec.europa.eu/food/safety/docs/biosafety-food hygiene-guidance-

community guide bivalve mollusc monitoring en.pdf.

Anonymus. Letno porocilo o zoonozah in povzrociteljih zoonoz 2014 (UVHVVR, 2014).
Uprava za varno hrano, varstvo zivali in rastlin, Ministrstvo za kmetijstvo in okolje v
sodelovanju z Nacionalnim InS$titutom za javno zdravje RS, ter Zdravstvenim inSpektoratom
RS, Ministrstvo za zdravje Ljubljana, 2015.

Arauz-Ruiz P, Sundqvist L, Garcia Z, et al. Presumed common source outbreaks of hepatitis
A in an endemic area confirmed by limited sequencing within the VP1 region. J] Med Virol
2001; 3: 449-56.

.....

Sloveniji v letu 2014, Agencija republike Slovenije za okolje in prostor, september 2015.

Biasizzo M., Andrej K, Marinsek J. Bacterial contamination of shellfish in Slovenia. Slov Vet
Res, 2005; 42: 83-7.




14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Bosch A. The survival of enteric viruses in the water environment. Microbiologia 1995; 11:
393-6.

Clermont O, Bonacorsi S, Bingen E. Rapid and simple determination of the Escherhia coli
phylogenetic group. Appl Environ Microbiol 2000; 66(suppl. 10): 4555-8.

Costafreda MI, Bosch A, Pinto RM. Development, evaluation, and standardization of a
realtime TagMan reverse transcription—PCR assay for quantifi cation of hepatitis A virus in
clinical and shellfish samples. Appl Environ Microbiol 2006; 72: 3846-55.

Crowther J , Hampson Danyel 1., Bateman lan J., Kay David, Posen Paulette E., Stapleton C.
M., Wyer. Mark D. 2011. Generic Modelling of Faecal Indicator Organism Concentrations in
the UK. Water 2011, 3(2), 682-701; doi:10.3390/w3020682.

Delahay RM, Frankel G, Knutton S. Intimate interaction of enteropathogenic Escherichia coli
at the host cell surface. Infec Dis 2001; 14: 559-65.

Direktiva 2006/113/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 12. decembra 2006 o zahtevah
glede kakovosti voda, primernih za lupinarje.

ECDC, Annual epidemiological report 2014 — food- and waterborne diseases and zoonoses
http://ecdc.europa.eu/en/publications/ layouts/forms/Publication DispForm.aspx?List=4f55a
d51-4aed-4d32-b960-af70113dbb90&ID=1210#sthash.5VvQN109.dpuf.

EURL, Discussion paper on live bivalve molluscs (LBM) and human enteric virus
contamination: options for improving risk management in EU food hygiene package. 2015.
https://eurlcefas.org/media/13637/ws12 15.pdf 27.6.2016.

Evropska direktiva 91/492/EEC o zdravstvenih pogojih za proizvodnjo in dajanje na trg
ribiskih proizvodov.

Frohlich J, Baljer G, Menge C. Maternally and naturally acquired antibodies to shiga toxins
in a chort of calves shedding shiga-toxigenic Escherichia coli. Appl Environ Microbiol 2009;
75(suppl. 11): 3695-704.

Geodetski institut Slovenije. Navti¢ni vodnik slovenskega morja in obale, 2005. Ministrstvo
za promet Republike Slovenije. (http://www.hidrografija.si/index.php).

Glasoe , Christy A. 2004. Coastal urbanization and microbial contamination of shellfish
growing areas. Washington, pp 1-28.

Golob M, Krt B, Mi¢unovi¢ J, Biasizzo M, Zdovc 1. Antimicrobial resistance of E. coli
strains isolated from raw meat in Slovenia in 2010. V: MITROV, Dine (ur.). Proceedings,
Days of veterinary medicine 2011, Skopje, Ohrid. Ohrid: Faculty of veterinary medicine -
Skopje, 2011, str. 98-99.

Harpha Sea d.o.o0. IzboljSana batimetrija in topografija morja vkljuéno s 3D posnetkom obale
ter dolocitvijo obalnih linij za potrebe izvajanja Morske direktive, Koper, 2014, 22 str.

Henigman U, Ugotavljanje patogenih bakterij in virusov v Skoljkah slovenskega morja in
njihova genetska karakterizacija. Doktorska disertacija, Veterinarska fakulteta, Univerza v
Ljubljani 2012.

Hladnik, V., Malaci¢, V. (2011). Roza vetrov in roza valov — kateri valovi se pojavljajo pri




30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

doloc¢enih vetrovih. Zbirka zakljucenih raziskovalnih porocil. Piran. NIB-MBP Poroc¢ila MBP
— Morska bioloska postaja: §t. 129, 20 str.

IBM (2012) IBM SPSS Statistics 21 Core System user’s guide. IBM Corporation 1989:2012.

ISO/TS 15216-1:2013 Microbiology of food and animal feed - Horizontal method for
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR Part 1:
Method for quantification.

Johnson JR. Virulence factors in Escherichia coli urinary tract infections. Clin Microbiol Rev
1991; 4(suppl. 1): 80-128.

Kageyama T, Kojima S, Shinohara M, Uchida K, Fukushi S, Hoshino FB, Takeda N,
Katayama K. Broadly reactive and highly sensitive assay for Norwalk-like viruses based on
realtime quantitative reverse transcription-PCR. J Clin Microbiol 2003; 41: 1548-57.

Karmali MA, Gannon V, Sargeant JM. Verocytotoxin-producing Escherichia coli (VTEC).
Vet Microbiol 2010; 140: 360-70.

Katayama K, Shirato-Horikoshi H, Kojima HS, Kageyama T, Oka T, Hoshino FB, Fukushi S,
Shinohara M, Uchida K, Suzuki Z, Gojobori T, Takeda N. Phylogenetic analysis of the
complete genome of 18 Norwalk- like viruses. Virology 2002; 299: 225-39.

Kay D, Kershaw S, Lee R, Wyer MD, Watkins J, Francis C. 2008. Results of field
investigations into the impact of intermittent sewage discharges on the microbiological
quality of wild mussels (Mytilus edulis) in a tidal estuary. Water Res. 42(12): 3033-3046.

Khanna B, Spelbring JE, Innis BL, et al. Characterization of a genetic variant of human
hepatitis A virus. J Med Virol 1992; 36: 118-24.

Koopmans M, Vinjé J, de Wit M, et al. Molecular epidemiology of human enteric
caliciviruses in The Netherlands. J Infect Dis 2000; 181 (Suppl 2): S262-9.

Krizman M, Biasizzo M, Zdovc 1, Golob M, Ambrozi¢ J, Molan K, Kirbi§ A. Dejavniki
virulence in odpornost izolatov Escherichie coli iz mesa in mesnih izdelkov. V: MAJIDIC,
Gregor (ur.). 5. slovenski veterinarski kongres 2014 = 5th Slovenian Veterinary Congress
2014, Portoroz, 14.-15. November 2014, (Slovenian veterinary research, ISSN 1580-4003,
2014, suppl. 16). Ljubljana: Veterinarska fakulteta, 2014, str. 126-127.

Livermore DM. Has the era of untreatable infections arrived? J Antimicrob Chemother 2009;
64 (suppl. 1): 29-36.

McCaustland KA, Bond WW, Bradley DW, Ebert JW, Maynard JE. Survival of hepatitis A
virus in feces after drying and storage for 1 month. J Clin Microbiol 1982; 16: 957-8.

.....

Sloveniji v letu 2014

Pravilnik o monitoringu kakovosti povrSinske vode za Zivljenje in rast morskih Skoljk in
morskih polzev (Ur. 1. RS, §t. 71/2002).

Pravilnik o dolo¢itvi obmoc¢ij za gojenje morskih organizmov (Ur. 1. RS §t. 38/2015).




45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Uredba o kakovosti vode za zivljenje in rast morskih $koljk in morskih polzev (Ur. 1. RS
52/2007).

Riou, P., Le Saux, J.C., Dumas, F., Caprais, M.P., Le Guyader, F., Pommepuy, M. (2007)
Microbial impact of small tributaries on water and shellfish quality in shallow coastal areas.
Water Research 41, 2774-2786.

Robertson, B. H., R. W. Jansen, B. Khanna, A. Totsuka, O. V. Nainan, G. Siegl, A. Widell,
H. S. Margolis, S. Isomura, K. Ito, et al. 1992. Genetic relatedness of hepatitis A virus strains
recovered from different geographical regions. J. Gen. Virol. 73:1365-1377.

Schmidt H, Karch H, Beutin L. The large-sized plasmids of enterohemorrhagic Escherichia
coli 0157 strains encode hemolysins which are presumably members of the E. coli o-
hemolysin family. FEMS Microbiol Lett 1994; 117: 189-96.

Siegl G, Weitz M, Kronauer G. Stability of hepatitis A virus. Intervirology 1984; 22: 218-26.
Sotlar Z. (2000) Skrb za kakovost slovenskega morja. Slovenski vodar 10. 11-15.
Trkov M, Berce I, Dovecar D, Grilc E, Bujko M, Kraigher A. Odkrivanje nekaterih genov,

povezanih z virulenco, pri sevih E. coli, ki povzro¢ajo ¢revesne okuzbe. Zdravstveno varstvo
2008; 47: 81-8.

Trkov M, Rupel T, Zgur Bertok D, Trontelj S, Avgustin G, Ambrozi¢-Avgustin J. Molecular
characterization of Escherichia coli strains isolated from different food sources. Food
Technol Biotechnol 2014; 52(suppl. 2): 255-62.

Uredba (ES) st. 2073/2005 o mikrobioloskih merilih za zivila. UR I RS 2005; 338.

Uredba (ES) §t. 854/2004 o dolocitvi posebnih predpisov za organizacijo uradnega nadzora
proizvodov zivalskega izvora, namenjenih za prehrano ljudi. UR L 2004; 139.

UREDBA KOMISIJE (ES) st. 1881/2006 z dne 19. decembra 2006 o dolocitvi mejnih
vrednosti nekaterih onesnazeval v zivilih (UL L 364 20.12.2006, str. 5).

Uredba o emisiji Ur.l. RS, §t. 47/2005, 45/2007, 79/2009 in 64/2012 o emisiji snovi in toplote
pri odvajanju odpadnih vod v vode in javno kanalizacijo.

Uredba o stanju povrsSinskih voda (Uradni list RS, §t. 14/09, 98/10, 96/13 in 24/16).

Vennema H, de Briun E, Koopmans M. Rational optimization of generic primers used for
Norwalk-like virus detection by reverse transcriptase polymerase chain reaction. J Clin Virol
2002; 25: 233-5.

Vodna direktiva 2000/60/EC (Directive 2000/60/EC of the European Parlamentand
of the Council establishing a framework for community action in the field of water policy).

Vinjé J, Altena SA, Koopmans MP. The incidence and genetic variability of small
roundstructured viruses in outbreaks of gastroenteritis in The Netherlands. J Infect Dis 1997,
176: 1374-8.

Weitz M, Baroudy BM, Maloy WL, et al. Detection of a genome-linked protein (VPg) of
hepatitis A virus and its comparison with other picornaviral VPgs. J Virol 1986; 60: 124-30.




62.

63.

64.

Zdovc I, Golob M, Pir§ T, Ambrozi¢ J. Occurrence of ESBL-and AmpC-producing
Escherichia coli isolates in poultry meat. V: Zbornik = Proceedings, X Simpozij Peradarski
dani 2013 s medunarodnim sudjelovanjem, Hrvatska, Sibenik, 15. - 18. svibnja 2013. Zagreb:
Hrvatski veterinarski institut, Centar za peradarstvo, 2013, str. 39-44.

Zupanc¢i¢ G. Porocilo za potrebe CRP. Tokovne razmere in cirkulacija onesnazil na treh

vvvvv

Zupancic, G., Peterlin, M., Gosar, L., Centa, M., Krajci¢, J., Battelino, L. 2016. Maritimna
Studija za podaljSanje pomola ter strokovne podlage za obalne ureditve. InStitut za vode
Republike Slovenije, 98 str.







	V4-1402_ZP
	V4-1402_Priloga

