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NOVA METODA ZA DOLOČANJE VIROV 
FEKALNEGA ONESNAŽENJA VODA 

mag. MATJAŽ RETELJ1

Povzetek 

Fekalna onesnaženost voda predstavlja nevarnost za javno zdravje. Tovrstno onesnaženje 
laboratorijsko dokazujemo s fekalnimi indikatorskimi bakterijami. Ker naseljujejo prebavila 
zelo različnih živalskih vrst, njihova prisotnost v vodi ne daje informacije o viru onesnaženja. 
Prepoznavanje virov onesnaženja je ključno za uvedbo ukrepov za odpravo in vrednotenje 
tveganja, zato so se razvile metode MST (ang. Microbial Source Tracking). Najzanesljivejše 
med njimi so molekularne metode, ki dokazujejo mikrobe, ki so zelo povezani z gostiteljski-
mi živalskimi vrstami. V naši ustanovi smo uvedli novo molekularno metodo MST, ki temelji 
na digitalni verižni reakciji s polimerazo in lahko v vodah opredeli živalske vrste, ki so pri-
spevale fekalno onesnaženje. Z metodo lahko dokažemo in količinsko opredelimo prispevke 
človeka, prežvekovalcev (govedo, ovce, jelenjad, koze), goveda, prašičev ter ptic. Metodo 
smo validirali na 84 vzorcih iztrebkov različnih živali in več vzorcih voda. Nova metoda lahko 
prispeva k ureditvi fekalno onesnaženih vodnih virov in vodnih teles.

Ključne besede: fekalna kontaminacija, metode, voda. 

Abstract

Faecal pollution of water presents a public health risk. Faecal pollution is determined using 
laboratory analyses for faecal indicator bacteria. However, the presence of these bacteria 
in water does not provide any information about the source of pollution as they are present 
in various animal species. Identifying the sources of pollution is key for the implementation 
of remedial action and risk assessment. For that reason, microbial source tracking (MST) 
methods have been developed. The most reliable of them are molecular methods that target 
microbes that are closely associated with particular host animal species. We have validated 
a new molecular method based on digital polymerase chain reaction that can identify the 
animal species that contributed to faecal pollution in water. The MST method can detect and 
quantify the faecal contributions of humans, ruminants (cattle, sheep, deer, goats), cattle, 
pigs, and birds. The validation included 84 faecal samples from different animals and several 
water samples. The method can assist in the remediation of faecally polluted water sources 
and water bodies.

Keywords: faecal pollution, methods, water.
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živalskih vrst k onesnaženju tudi kvantificiramo (številsko ovrednotimo) (Harwood in Stoeckel, 
2011; Reischer et al., 2013; Shanks et al., 2012). 

V primerjalnih študijah različnih metodologij so se najbolje odrezale metode ribotipizacije, 
gelske elektroforeze v pulznem polju in različni gostiteljsko specifični testi z verižno reakci-
jo s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction – PCR) (Preglednica 1). Tem metodam je 
skupno dokazovanje specifičnih molekul (zaporedij DNA) iz gostiteljsko specifičnih mikrobov, 
zato jih imenujemo molekularne metode MST. V zadnjem času se največ uporabljajo metode 
z gostiteljsko specifičnim PCR, saj so najhitrejše, najcenejše in zelo občutljive, vendar se pri 
teh metodah, tako kot pri vseh novih metodah, porajajo številna vprašanja. Za te teste še ni-
mamo dokončnih odgovorov glede specifičnosti za gostiteljsko vrsto, porazdelitve v populaciji 
gostiteljske živalske vrste, geografski stabilnosti in časovni stabilnosti, glede mej detekcije ter 
korelacij z indikatorji in javnim zdravjem (Santo Domingo et al., 2007). 

Preglednica 1: Nekatere metode MST, ki so bile ovrednotene v primerjalnih študijah.

Vir: Prilagojeno po Field in Samadpour, 2007.

Opravljenih je bilo veliko študij, v katerih so iskali zaporedja DNA, ki bi bila najprimernejši 
označevalci za metode MST z gostiteljsko specifičnim testom PCR. V študijah so ugotovili, da 
se uspešnost zaznavanja posameznih zaporedij DNA spreminja glede na geografsko lokaci-
jo, saj v različnih predelih sveta živijo različne podvrste oz. pasme živalskih gostiteljev, ki se 
prehranjujejo z lokalno razpoložljivo hrano. Zato je treba vse označevalce za MST validirati na 
območju uporabe (Harwood in Stoeckel, 2011). 

V tem delu smo želeli napraviti prvi korak k uvedbi MST z gostiteljsko specifičnimi testi PCR v 
Sloveniji. Natančneje, želeli smo: (a) ovrednotiti metodo MST z naborom gostiteljsko specifičnih 
testov PCR v smislu specifičnosti in občutljivosti za dokaz vira fekalne kontaminacije v Sloveniji; 
(b) za teste vzpostaviti metodo digitalnega PCR, ki omogoča enostavno kvantifikacijo iskanih 
molekul; (c) primerjati natančnost metode s certificiranim referenčnim materialom (RM) ameri-
škega nacionalnega inštituta za standardizacijo NIST, ki je namenjen harmonizaciji gostiteljsko 
specifičnih testov PCR za MST; (d) ovrednotiti izvedljivost metode na vzorcih površinskih voda.

1.	 UVOD

Mikrobi fekalnega izvora so poglavitni onesnaževalci vode po vsem svetu (Santo Domingo 
et al., 2007). Večino bakterijskih, virusnih in protozojskih bolezenskih povzročiteljev, ki se 
prenašajo z vodo, primarno najdemo v iztrebkih višjih sesalcev, zato moramo preprečiti one-
snaženje vodnih teles z iztrebki teh živali (Leclerc et al., 2002). Posledično se v vseh državah 
stopnjujejo prizadevanja za celovitejše spremljanje kakovosti in varnosti vode z namenom 
obvladovanja tveganj za zdravje prebivalstva (Taylor et al., 2004).

Spremljanje vseh bolezenskih povzročiteljev v vodah ni izvedljivo zaradi dolgega seznama 
potencialnih povzročiteljev bolezni, tehnično zahtevnih metod za koncentriranje in analizira-
nje ter občutljivosti določenih mikrobov za umetno, laboratorijsko okolje. Na drugi strani bi 
z odločitvijo za testiranje za manjše število povzročiteljev dobili lažen vtis varnosti (Field in 
Samadpour, 2007). Zaradi naštetih težav se že 130 let zanašamo na spremljanje označevalcev 
fekalnega onesnaženja, ki jim pravimo fekalne indikatorske bakterije (FIB). Standardno upo-
rabljene FIB so Escherichia coli, enterokoki in Clostridium perfringens. Praviloma so bile FIB 
izbrane, ker so prisotne v iztrebkih v velikih koncentracijah in ker ne povzročajo bolezni (Na-
tional Research Council, 2004). Omogočajo odkrivanje onesnaženih vodnih virov in naravnih 
voda za rekreacijo, ki predstavljajo tveganje za javno zdravje. Njihova lastnost, da naseljujejo 
prebavila zelo različnih živalskih vrst, je po eni strani prednost, ker jih naredi za zelo občutlji-
vega pokazatelja fekalnega onesnaženja, po drugi pa je pomanjkljivost, saj z rezultati analiz 
ne moremo natančno usmerjati naporov za sanacijo onesnaženja (Field in Samadpour, 2007).

V zadnjih dveh desetletjih so raziskovalci razvili nabor raznolikih metod, s katerimi lahko 
določimo izvor fekalnega onesnaženja vode s pomočjo mikrobov. Te metode označujemo s 
kratico MST (ang. Microbial Source Tracking). Mikrobne metode za določanje izvora fekalnega 
onesnaženja so del širše skupine metod, med katere spadajo tudi kemijske metode za doka-
zovanje kemičnih označevalcev fekalnega onesnaženja. 

Osnovni predpostavki metod MST sta dve. Prva predpostavka temelji na spoznanjih, da dolo-
čene vrste mikrobov izključno ali preferenčno naseljujejo prebavila točno določene vrste žival-
skega gostitelja. Te živali nato v iztrebkih izločajo zanje specifične mikrobe. Če odkrijemo neko 
specifično značilnost ali označevalec teh mikrobov in jih dokažemo v vodi, lahko nedvoumno 
identificiramo živalskega gostitelja (Field in Samadpour, 2007).

Druga predpostavka je, da je označevalce sploh mogoče zaznati v vodi. Zaželeno je, da koncen-
tracija označevalca ostane enaka dovolj dolgo po tem, ko iztrebki preidejo v vodo, da lahko do-
ločimo tudi sorazmeren prispevek vsake posamezne vrste gostitelja (Field in Samadpour, 2007).

Idealni označevalci za MST: (a) so prisotni le pri živalski vrsti, ki je prispevala fekalno onesna-
ženje (tj. visoka specifičnost oz. ekskluzivnost za živalsko vrsto); (b) so enakomerno poraz-
deljeni v populaciji živali, kar pomeni, da na njihovo prisotnost ne vplivajo sestava populacije, 
prehrana, podnebje, geografska lokacija (tj. visoka občutljivost); (c) so v iztrebkih prisotni v 
visoki koncentraciji, da je zaznavanje v vodi lažje; (d) njihova koncentracija v vodi se v odvi-
snosti od časa ne spreminja ali pa se spreminja predvidljivo, da lahko prispevke posameznih 
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vrste nismo šteli psov in mačk, saj menimo, da je prisotnost iztrebkov teh dveh živalskih vrst 
pokazatelj dejavnosti človeka. Občutljivost smo definirali kot delež vzorcev ciljnih živalskih 
vrst med vsemi vzorci ciljnih živalskih vrst. V izračunih specifičnosti in občutljivosti nismo 
upoštevali rezultatov bolnikov, ker njihova črevesna mikrobiota ni reprezentativna za prevla-
dujočo populacijo zdravih ljudi. Za vsak test PCR smo izračunali Youdenov indeks (specifičnost 
in občutljivost – 1).

2.2	 Izvedba digitalnega PCR in primerjava s certificiranim referenčnim 
standardom

Za teste z najvišjim Youdenovim indeksom za posamezne skupine živali smo uporabili metodo 
digitalnega PCR v skladu s priporočili (Qiagen, 2022; The dMIQE Group in Huggett, 2020). V 
biološko varni komori smo pripravili 15-mL zmesi za digitalni PCR, ki so vsebovale QIAcuity 
Probe 4× Master Mix (Qiagen), ustrezne oligonukleotidne začetnike (800 nM; Tib Molbiol) in 
sonde (400 nM; Biosynth) ter 7,0 mL vzorca DNA. Reakcije smo izvedli v ploščah Nanoplate 
8.5k (Qiagen) na sistemu Qiacuity One (Qiagen) z režimom: 120 s pri 95 °C ter 40 ciklov s 15 
s pri 95 °C in 60 s pri 60 °C, in standardnimi nastavitvami detekcije fluorescence.

Uspešnost prenosa metode na digitalni PCR sistem smo potrdili s testiranjem certificiranih RM. 
Testirali smo štiri certificirane RM 2917 različnih nazivnih vrednosti iz ameriškega nacionalne-
ga inštituta za standardizacijo NIST, ki ima certificirane vrednosti, sledljive do enot sistema SI 
za volumen (Kralj et al., 2021). RM smo testirali v trojnikih.

Nato smo izbrane teste PCR združili v multipleksne reakcije ter s testiranjem certificiranih RM 
primerjali izmerjene vrednosti pri izvedbi samostojne in multipleksne reakcije.

2.3	 Vrednotenje izvedljivosti metode na vzorcih površinskih voda

S pripravljeno metodo MST smo nato testirali vzorce površinskih voda z območij, kjer lahko 
relativno dobro predvidimo vir fekalnega onesnaženja, in območij, kjer je vir fekalnega one-
snaženja neznan. Vzorce voda smo vzporedno testirali tudi na FIB enterokoki, Escherichia coli 
in Clostridium perfringens s standardnimi bakteriološkimi metodami v laboratoriju, akreditira-
nem po ISO 17025. Skupno smo testirali 10 vzorcev. Dva vzorca sta bila iz voda na območjih, 
ki so odmaknjena od človeške dejavnosti, in sicer izvir Minutnik ter mokrišče Gorjansko jezero, 
oba v pogorju Gorjancev. Štiri vzorce smo odvzeli iz voda v neposredni bližini človeških oz. 
kmetijskih dejavnosti, in sicer potok pod vasjo Veliki Slatnik, potok v urbanizirani vasi Ratež 
ter potok gorvodno in dolvodno od deponije farme sokolov. Testirali smo še štiri vzorce vode z 
naravnih kopališč, ki so fekalno onesnažena z nejasnim virom onesnaženja: Griblje in Adlešiči 
na Kolpi, Straža na Krki ter Mala Zaka na Blejskem jezeru. Ovrednotili smo skladnost rezulta-
tov nove metode MST z rezultati preiskav za standardne FIB in pričakovanimi najverjetnejšimi 
viri fekalnega onesnaženja na območju vzorčnega mesta.

2.	 MATERIALI IN METODE

2.1	 Specifičnost in občutljivost gostiteljsko specifičnih testov PCR  
v Sloveniji

S pregledom literature smo izbrali 16 kandi-
datnih testov PCR, ki potencialno nakazujejo 
fekalno onesnaženje s strani različnih žival-
skih skupin, in 1 kandidatni test PCR, ki je 
potencialni splošni indikator fekalnega one-
snaženja (Preglednica 3).

Vseh 17 testov PCR smo preverili in silico z 
aplikacijo Multiple Primer Analyzer (Thermo 
Fisher) ter in vitro v reakcijah PCR z barvi-
lom EvaGreen (Biotium) za lažno pozitivne 
rezultate zaradi medsebojnega naleganja. 

Z vsemi izbranimi testi PCR smo z namenom 
določitve njihove specifičnosti (navzkrižne 
reaktivnosti) za živalske vrste in občutljivosti 
testirali vzorce iztrebkov različnih živalskih 
vrst. Uporabili smo 83 vzorcev DNA iz zbir-
ke v naši ustanovi (Preglednica 2), ki so bili 
osamljeni iz iztrebkov ljudi z boleznimi pre-
bavil, zdravih ljudi ter domačih in divjih živa-
li z območja Slovenije, pridobljenih v okviru 
drugih projektov (Tanja Žlender, Aleksander 
Mahnič, osebna komunikacija). Pripravili 
smo 12-mL zmesi za PCR v realnem času, ki 
so vsebovale QIAcuity Probe 4× Master Mix 
(Qiagen), ustrezne oligonukleotidne začetni-
ke (800 nM; Tib Molbiol) in sonde (400 nM; 
Biosynth) ter 2,4 mL vzorca DNA, normalizi-
ranega na koncentracijo 3–8 ng/mL. Reakcije 
smo izvedli na sistemu CFX96 Dx (Bio-Rad) z 
režimom: 120 s pri 95 °C ter 40 ciklov s 15 s 
pri 95 °C in 30 s pri 60 °C.

Tako specifičnost kot občutljivost posame-
znih testov PCR smo izračunali v aplikaciji 
MedCalc (MedCalc Software). Specifičnost 
posameznega testa smo definirali kot 1 – de-
lež vzorcev neciljnih živalskih vrst med vsemi vzorci neciljnih živalskih vrst. V izračunih spe-
cifičnosti testov PCR, ki nakazujejo onesnaženje s človeškimi iztrebki, med neciljne živalske 

Preglednica 2: Število uporabljenih vzorcev 
DNA iz iztrebkov po živalskih vrstah.

Vir: Lastni.
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Preglednica 3: Občutljivost in specifičnost testiranih kandidatnih gostiteljsko specifičnih testov PCR.

Vir: Lastni.

3.2 	Izvedba digitalnega PCR in primerjava s certificiranim  
referenčnim standardom

Referenčni material NIST 2917 ima certificirane vrednosti za teste Rum2Bac, CowM3 in Pig-
2Bac (Preglednica 4). Izvedba teh gostiteljsko specifičnih testov na digitalnem PCR je poka-
zala, da so natančni, saj so se izmerjene koncentracije ujemale z nazivnimi vrednostmi RM 
(Preglednica 4, Slika 1).

Navedenih šest najbolj natančnih gostiteljsko specifičnih testov PCR smo združili v dve mul-
tipleksni reakciji po tri gostiteljsko specifične teste PCR. S testiranjem certificiranega RM z 
multipleksnimi reakcijami smo dokazali, da se z multipleksiranjem natančnost ne zmanjša 
(Slika 1).

3. REZULTATI

3.1 	Specifičnost in občutljivost gostiteljsko specifičnih testov PCR  
v Sloveniji

Pri preverjanju 17 kandidatnih testov PCR tako in silico kot in vitro smo potrdili, da so oligonu-
kleotidni začetniki in sonde ustrezni ter dobili podatke, potrebne za ustrezno poznejšo zasnovo 
multipleksnega testa PCR. 

Posameznim kandidatnim testom smo določili specifičnost in občutljivost z naborom vzorcev 
DNA iz iztrebkov zdravih ljudi ter domačih in divjih živali (Preglednica 3). Test GenBac3 je 
bil pozitiven na vseh vzorcih iz iztrebkov in je imel 100-% občutljivost. Ker je njegova vloga 
potrditev fekalnega onesnaženja in ne opredelitev prispevne živalske vrste, izračun njegove 
specifičnosti ni smiseln.

Noben drug kandidatni test PCR ni imel idealne natančnosti. Testi so imeli pomanjkljivosti pri 
zaznavanju vzorcev bodisi ciljnih bodisi neciljnih živalskih vrst. Testi BacHC, BtH in BovPyV 
niso reagirali z nobenim vzorcem DNA. 

V nadaljevanju smo med »kandidati« izbrali teste, ki so bili najbolj natančni oz. so imeli naj-
višji Youdenov indeks za posamezno skupino živali, in sicer (a) testa BacHT in BacHum, ki 
nakazujeta onesnaženje s človeškimi iztrebki; (b) test Rum2Bac, ki nakazuje onesnaženje z 
iztrebki prežvekovalcev; (c) test CowM3, ki nakazuje onesnaženje z iztrebki goveda; (d) test 
Pig2Bac, ki nakazuje onesnaženje z iztrebki domačih in divjih prašičev; (e) test AV4143, ki na-
kazuje onesnaženje z iztrebki domačih in divjih ptic. Odločili smo se, da bomo testa BacHT in 
BacHum uporabljali sočasno, zato smo izračunali še občutljivost in specifičnost za kombinacijo 
obeh. Kombinacija ima specifičnost 98-% in občutljivost 100-%. 
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3.3 	Vrednotenje izvedljivosti metode na vzorcih površinskih voda

Metodo MST z digitalnim PCR smo uspešno izvedli na vzorcih površinskih voda. Rezultati splo-
šnega molekularnega označevalca fekalnega onesnaženja GenBac3 so se skladali s prisotno-
stjo standardnih FIB tako v dveh vzorcih z območij, ki so odmaknjena od človeške dejavnosti, 
kot tudi v štirih vzorcih, ki so v neposredni bližini človeških oz. kmetijskih dejavnosti. V vzorcu 
iz mokrišča Gorjansko jezero omenjenega molekularnega označevalca nismo zaznali, vendar 
smo od FIB zaznali nizko raven C. perfringens, kar se ujema z znano slabo specifičnostjo tega 
bakterijskega indikatorja v naravnih okoljih (National Research Council, 2004). V vzorcu iz 
mokrišča smo dokazali samo označevalec ptic. V vzorcu iz izvira Minutnik smo poleg nizke 
ravni splošnega molekularnega označevalca fekalnega onesnaženja GenBac3 dokazali samo 
še molekularni označevalec prežvekovalcev, kar se ujema z lego izvira sredi obsežnega gozda 
in poseljenostjo območja z jelenjadjo (Cizel, 2007).

V vzorcih obeh potokov z območja človeške dejavnosti so bile koncentracije standardnih FIB 
visoke. Dokazali smo tudi visoke ravni molekularnega označevalca fekalnega onesnaženja 
GenBac3 in molekularne označevalce, ki nakazujejo fekalne prispevke človeka oz. prašičev. 

Na območju farme ptic smo prisotnost molekularnih označevalcev, ki nakazujejo iztrebke ptic, 
dokazali v vzorcu dolvodno od deponije farme, ne pa tudi gorvodno. Prisotnost človeškega in 
prašičjega označevalca je skladna s tokom potoka skozi vas.

V vseh testiranih vzorcih iz naravnih kopališč smo dokazali standardne FIB in molekularni 
označevalec fekalnega onesnaženja GenBac3. Ostali molekularni označevalci so nakazali one-
snaženje s strani človeka in ptic.

Preglednica 4: Primerjava certificiranih vrednosti referenčnega materiala NIST 2917 in izmerjenih 
koncentracij s testi Rum2Bac, CowM3 ter Pig2Bac pri izvedbi z digitalnim PCR v samostojnih reakcijah. 

Vir: Lastni.

Slika 1: Izmerjene koncentracije certificiranega referenčnega materiala NIST 2917 s testi Rum-
2Bac, CowM3 in Pig2Bac pri izvedbi z digitalnim PCR; krožci – meritve v samostojnih reakcijah; 
rombi – meritve v multipleksnih reakcijah; črte – 95-% interval zaupanja vrednosti certificiranega 
referenčnega materiala. 

Vir: Lastni.
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v našo študijo. Majhno število vzorcev je gotovo slabost tega dela, zato bi morali v prihodnje 
pridobiti še več dobro okarakteriziranih vzorcev.

Omenjena dva testa sta v naši študiji reagirala s posameznimi vzorci iz iztrebkov psov in 
mačk, vendar to ne zmanjša njunih specifičnosti, saj menimo, da je prisotnost teh dveh žival-
skih vrst pokazatelj dejavnosti človeka.

V študiji molekularnih označevalcev iztrebkov prežvekovalcev, ki je zajemala 16 držav na 6 
celinah, je imel test BacR dobro natančnost (specifičnost 84 % in občutljivost 90 %). Mi smo 
dokazali višjo specifičnost, vendar se je test Rum2Bac odrezal nekoliko bolje, zato smo izbrali 
prav tega (Reischer et al., 2013).

Molekularni označevalec iztrebkov goveda CowM2 je imel pri preverjanju z našimi vzorci vi-
soko specifičnost in nizko občutljivost, kar so dokazali tudi v Indiji (Odagiri et al., 2015). V 
vzorcih iz Slovenije je imel drugi označevalec CowM3 enako visoko specifičnost, vendar višjo 
občutljivost kot CowM2.

Molekularni označevalec iztrebkov domačih in divjih prašičev Pig2Bac je imel visoko natanč-
nost, kar se ujema z ugotovitvami drugih raziskovalcev (Schiaffino et al., 2020). 

Šest ovrednotenih gostiteljsko specifičnih testov smo izvedli v obliki digitalnega PCR, ki se je 
v zadnjih letih na različnih področjih pokazal kot zelo natančna in obnovljiva analitska metoda 
(Devonshire et al., 2016; Dobnik et al., 2019). Izvedba izbranega nabora testov v obliki mul-
tipleksnega digitalnega PCR se je izkazala za zelo natančno, kar smo dokazali s preverjanjem 
s certificiranim RM. 

Pri metodah MST s pomočjo gostiteljsko specifičnih testov PCR je še nekaj pomembnih vpra-
šanj brez dokončnih odgovorov, ki jih tudi v naši študiji nismo natančno obravnavali. Eno po-
dročje je korelacija molekularnih označevalcev s koncentracijami FIB in bolezenskimi povzro-
čitelji v vodi. V našem vrednotenju metode na vzorcih površinskih voda v Sloveniji se je poka-
zalo, da je prisotnost molekularnih označevalcev skladna s pričakovanimi in najverjetnejšimi 
viri fekalnega onesnaženja na območju vzorčnih mest. V prihodnje je treba z MST preveriti še 
več dobro okarakteriziranih vodnih okolij.

Pomembna je tudi stabilnost molekularnih označevalcev v vodi. Čeprav lahko izmerimo nji-
hovo koncentracijo, metoda MST ne more biti povsem kvantitativna, če ne poznamo, kako 
se ravni označevalcev v vodi spreminjajo v odvisnosti od časa. Zadnje ugotovitve kažejo, da 
molekularni označevalci, ki smo jih vključili v študijo, dolgo vztrajajo v vodi oz. vsaj toliko časa 
kot FIB, kar potrjuje primernost nove metode MST s tega vidika (Ahmed et al., 2019; Ballesté 
et al., 2019; Gourmelon et al., 2019).

Preglednica 5: Rezultati testiranja vzorcev površinskih voda.

Vir: Lastni.

4.	 RAZPRAVA

V tem delu smo preverili primernost 17 testov PCR za odkrivanje vira fekalnega onesnaženja 
voda v Sloveniji. Testirali smo 16 gostiteljsko specifičnih testov PCR, ki bi lahko nakazali one-
snaženje s strani različnih živalskih skupin, in 1 test PCR, ki bi lahko služil kot splošni indikator 
fekalnega onesnaženja. Preverjanje slednjega na naboru vzorcev DNA iz iztrebkov iz Slovenije 
je pokazalo, da ima idealno občutljivost (100 %) in lahko služi kot potrditev fekalnega one-
snaženja vode z molekularnimi metodami MST. Ta podatek se ujema tudi s študijami na drugih 
geografskih območjih (Odagiri et al., 2015).

V naši študiji sta bila najbolj natančna molekularna označevalca iztrebkov človeka BacHum in 
BacHT. Test BacHum je imel specifičnost in občutljivost 100 %, kar je precej višje od vredno-
sti, objavljenih v študiji, ki je zajemala 16 držav na 6 celinah (specifičnost 68 % in občutljivost 
77 %). V študiji iz Peruja je imel specifičnost 62 % in občutljivost 80 %, v študiji iz Indije 
pa specifičnost 78 % in občutljivost 49 %. Tudi test BacH je imel v našem delu precej boljšo 
specifičnost (98 %) in občutljivost (67 %) kot v drugih študijah (globalno 53 %/77 %, Indija 
83 %/17 %) (Odagiri et al., 2015; Reischer et al., 2013; Schiaffino et al., 2020). 

Ta odstopanja v natančnosti označevalcev onesnaženja s strani človeka med našimi rezultati in 
preteklimi študijami lahko odražajo razlike med geografskimi območji, ki so posledica različne 
prehrane ljudi. Na drugi strani pa so morda posledica premajhnega števila vzorcev, vključenih 
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5.	 ZAKLJUČEK

Odkrivanje virov onesnaženja je pomembno pri odločanju o obvladovanju tveganj, povezanih 
s fekalnim onesnaženjem vode. Če ne najdemo vira, težko izberemo učinkovite remediacijske 
strategije. Metode MST, ki so se razvile v zadnjih desetletjih, lahko pomembno prispevajo k 
reševanju te težave. V našem delu smo uvedli in validirali prvo metodo MST z digitalnim PCR 
v Sloveniji. Nova metoda zanesljivo dokaže, ali so vir fekalnega onesnaženja vode človek, 
prežvekovalci (govedo, ovce, jelenjad, koze), samo govedo, prašiči ali ptice. Njena dodatna 
prednost je, da prispevke teh živalskih vrst k onesnaženju tudi količinsko opredeli. 
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