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microbial  source  tracking (MST) 

določanje vira onesnaženja s pomočjo mikrobov 









Uvedba MST z gostiteljsko specifičnimi testi PCR v Sloveniji 

izbira optimalnih 

označevalcev MST 

določitev specifičnosti 
in občutljivosti 

ovrednotenje z 

referenčnim materialom 

preskus na dobro 

opredeljenih vodah 

preskus izvedljivosti na 

realnih vzorcih 

s kopališč  



Kandidatni testi PCR, ki po literaturi nakazujejo fekalno onesnaženje  
Živalska vrsta Oznaka testa Mikrobna tarča testa Vir 

Univerzalni indikator fekalnega 

onesnaženja 
GenBac3 številne bakterijske vrste Siefring et al., 2008 

Človek BacHC nevzgojena bakterija Reischer et al., 2007 

  BacHT nevzgojena bakterija Reischer et al., 2007 

  BacHum  Phocaeicola dorei Kildare et al., 2007; Reischer et al., 2013 

  BtH Bacteroides thetaiotaomicron Yampara-Iquise et al., 2008 

  crAssphage  bakteriofag CrAss  Stachler et al., 2017 

Prežvekovalci BacR nevzgojena bakterija Reischer et al., 2006 

Rum2Bac nevzgojena bakterija Mieszkin et al., 2010 

Govedo Bac3 Macrobrachium nipponense Shanks et al., 2008 

  BovPyV poliomavirus goveda 1 Hundesa et al., 2006 

  CowM2 neznano Shanks et al., 2008 

  CowM3 neznano Shanks et al., 2008 

Prašiči Pig2Bac Bacteroidales Mieszkin et al., 2009 

PorAdV adenovirus prašičev 3 Rusiñol et al., 2014 

Ptice AV4143mod nevzgojen laktobacilus Liang et al., 2020 

AV4143 nevzgojen laktobacilus Ohad et al., 2016 

Kokoši in race ND5-CD  mtDNA Zhuang et al., 2017 



Uporabljeni vzorci DNA iz iztrebkov različnih živalskih vrst 

Skupina vzorcev Podskupina vzorcev N 

Človek Bolniki 12 

Zdrave osebe 12 

Prežvekovalci     

Ovce Domača ovca 3 

Koze Domača koza 2 

Jeleni Srna 4 

Govedo Domače govedo 9 

Prašiči Divji prašič 1 

Domači prašič 8 

Skupina vzorcev Podskupina vzorcev N 

Ptice Domača kokoš 7 

Domači golob 2 

Labod grbec 2 

Močvirska sinica 1 

Raca mlakarica 1 

Rečni galeb 1 

Velika sinica 1 

Ostale živali Beloprsi jež 1 

Domača mačka 2 

Domači konj 6 

Domači pes 5 

Mali podkovnjak 1 

Nutrija 2 



Specifičnost in občutljivost testov PCR pri prepoznavi iztrebkov posameznih živali v Sloveniji 

Živalska vrsta Oznaka testa PCR Specifičnost [%]* Občutljivost [%]* Youdnov indeks 

Univerzalni indikator 

fekalnega onesnaženja 
GenBac3 / 100 / 

Človek BacHC 0** 0 0 

  BacHT 98** 67 0,65 

  BacHum  100** 100 1,00 

  BtH 0** 0 0,00 

  crAssphage  100** 58 0,58 

Prežvekovalci BacR 100 78 0,78 

Rum2Bac 100 89 0,89 

Govedo Bac3 95 89 0,84 

  BovPyV 0 0 0,00 

  CowM2 100 22 0,22 

  CowM3 100 89 0,89 

Prašiči Pig2Bac 98 100 0,98 

PorAdV 100 67 0,67 

Ptice AV4143mod 93 67 0,60 

AV4143 98 73 0,72 

Kokoši in race ND5-CD  79 100 0,79 

*Iz izračuna so izključeni vzorci bolnikov; ** Iz izračuna so izključeni vzorci psov in mačk 



98 %** 100 % 

100 % 89 % 

100 % 89 % 

98 % 100 % 

98 % 73 % 

Živalske vrste Specifičnost* Občutljivost* 

*Iz izračuna so izključeni vzorci bolnikov; ** Iz izračuna so izključeni vzorci psov in mačk 



Multipleksni digitalni PCR 



Primerjava certificiranih vrednosti referenčnega materiala NIST 2917  
in koncentracij, izmerjenih z digitalnim PCR 

Vrednost certificiranega 

referenčnega materiala 
[kopij DNA/L] 

Povprečna izmerjena koncentracija v samostojni reakciji [kopij DNA/L] 

Rum2Bac CowM3 Pig2Bac 

5,4 ± 1,0 4,8 ± 1,8 5,6 ± 0,8 6,0 ± 1,6 

55,5 ± 3,2 54,0 ± 3,8 50,4 ± 3,0 52,9 ± 9,4 

530,0 ± 14,0 507,9 ± 22,9 536,8 ± 22,5 549,6 ± 31,9 

5314,0 ± 142,0 5116,3 ± 260,9 5061,9 ± 60,7 5122,7 ± 148,6 



Vzorci voda z območij, kjer lahko dobro predvidimo vir fekalnega 
onesnaženja 

nova metoda MST 

vs. 

standardne fekalne indikatorske bakterije  
enterokoki, Escherichia coli, Clostridium perfringens  



Vzorci voda z območij, kjer lahko dobro predvidimo vir fekalnega 
onesnaženja 

• Vode, odmaknjene od človeške dejavnosti: 
– izvir Minutnik (Gorjanci) 

– mokrišče Gorjansko jezero (Gorjanci) 

• Vode v neposredni bližini človeških oz. kmetijskih 
dejavnosti: 

– potok pod vasjo  

– potok v urbanizirani vasi  

– potok gorvodno in dolvodno od deponije farme sokolov 



  Standardne fekalne indikatorske bakterije [CFU/100 mL] Označevalci MST (nakazane živalske vrste) [kopij DNA/100 mL] 

Mesto vzorčenja 

Intestinalni 

enterokoki  

ISO 7899-2 

Escherichia coli 

 

ISO 9308-1 

Clostridium 

perfringens 

ISO 14189 

GenBac3  

(splošni 
fekalni 

indikator)) 

BacHT BacHum Rum2Bac CowM3 Pig2Bac AV4143 

Mokrišče Gorjansko jezero (Gorjanci) 0 0 2 nz nz nz nz nz nz 13 

Izvir Minutnik (Gorjanci) 12 1 0 663 nz nz 6 nz nz nz 

Potok pod vasjo (Veliki Slatnik) 250 540 252 380.000 3.300 4.100 nz nz 470 nz 

Potok v urbanizirani vasi (Ratež) / 14.000 / 180.000 9.600 12.000 nz nz nz nz 

Potok gorvodno od deponije farme sokolov 63 106 55 / 6 nz nz nz 46 nz 

Potok dolvodno od deponije farme sokolov 350 116 85 / 6 nz nz nz 100 8 

/ - ni izvedeno; nz - nezaznavno 

Prisotnost molekularnih označevalcev MST je skladna  
s pričakovanimi in najverjetnejšimi viri fekalnega onesnaženja na območju vzorčnih mest. 

Vzorci voda z območij, kjer lahko dobro predvidimo vir fekalnega 
onesnaženja 



Vzorci voda z naravnih kopališč, ki so fekalno onesnažena  
z nejasnim virom onesnaženja 

• Nova metoda MST 

• Standardne FIB: enterokoki, Escherichia coli, Clostridium 

perfringens  

• Kopališča: 
– Griblje in Adlešiči na Kolpi,  
– Straža na Krki,  
– Mala Zaka na Blejskem jezeru 



  Standardne fekalne indikatorske bakterije [CFU/100 mL] Označevalci MST (nakazane živalske vrste) [kopij DNA/100 mL] 

Mesto vzorčenja 

Intestinalni 

enterokoki  

ISO 7899-2 

Escherichia coli 

 

ISO 9308-1 

Clostridium 

perfringens 

ISO 14189 

GenBac3  

(splošni 
fekalni 

indikator) 

BacHT BacHum Rum2Bac CowM3 Pig2Bac AV4143 

Kopališče Griblje (Kolpa) 53 70 / 31.000 2.500 2.600 nz nz nz 24 

Kopališče Adlešiči (Kolpa) 40 61 / 13.000 12 24 nz nz nz 24 

Kopališče Straža (Krka) 26 310 / 47.000 1.400 1.600 nz nz nz nz 

Kopališče Mala Zaka (Blejsko jezero) 33 90 / 19.000 470 610 nz nz nz nz 

/ - ni izvedeno; nz - nezaznavno 

• Metodo MST smo uspešno izvedli na realnih vzorcih 

• V vseh vzorcih smo dokazali standardne FIB in splošni molekularni označevalec fekalnega 
onesnaženja GenBac3 

• Ostali molekularni označevalci so nakazali onesnaženje s strani človeka in ptic 

Vzorci voda z naravnih kopališč, ki so fekalno onesnažena  
z nejasnim virom onesnaženja 



Določanje vira onesnaženja je multidisciplinarno 

• Viri onesnaženja so lahko odvisni od sezonskih sprememb  
• Opis porečja z vizuelnim pregledom, izdelava seznama potencialnih virov fekalnega 

onesnaženja 

• Pregled preteklih in trenutnih rezultatov monitoringa FIB za prostorske in časovne 
trende v povezavi z meteorološkimi pojavi, pretoki, … 

• Če je sum fekalna kanalizacija, izvedba testov z dimom, barvilom, pregled s kamero 

• Če je sum na prispevek človeka, testiranje s človeško specifičnim PCR 

• Če je sum na prispevek živali, testiranje z živalsko specifičnim PCR 
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