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• Raziskave interakcij rastlin in povzročiteljev bolezni pri rastlinah sistemska biologija
(‘omski’ pristopi), od 2019 partner v dveh Evropskih referenčnih laboratorijih za zdravje rastlin;
povzročitelji bolezni pri ljudeh, podpora pri razvoju genske terapije

• Področje molekularne biologije na Oddelku vzpostavljeno pred 20 leti

• Razvoj in optimizacija metod za analizo nukleinskih kislin - kvalitativne in kvantitativne analize
nukleinskih kislin (verižna reakcija s polimerazo (PCR), sekvenciranje)

• Ekstrakcija nukleinskih kislin iz različnih vzorcev (rastline, voda, hrana, mikroorganizmi…)

• Znanje in izkušnje iz raziskav smo prenesli v aplikacije – določanje povzročiteljev bolezni pri
rastlinah in določanje gensko spremenjenih organizmov (ISO 17025)

Od 2009 smo nosilec nacionalnega etalona: Množina snovi/Bioanaliza nukleinskih kislin



Meroslovje v biologiji

2000:  V skladu z resolucijo Generalne konference za uteži in mere je bila ustanovljena Delovna 
skupina za biometrologijo

2001: Skupina se je preimenovala v Delovno skupino za bioanalize in se pri Mednarodnem odboru za 
uteži in mere umestila pod Svetovalni odbor za množino snovi (meroslovje v kemiji) (CCQM)

2014: Delovna skupina za bioanalize se je razdelila na tri skupine (nukleinske kisine, protein, celice), 
Svetovalni odbor za množino snovi se je preimenoval v Svetovalni odbor za množino snovi: Meroslovje
v kemiji in biologiji

NIB v Delovni skupini za bioanalize (BAWG)/Delovni skupini za analize nuklinskih kisin (NAWG) 
sodeluje od leta 2009.



Mednarodno priznane merilne zmogljivosti

3 CMC-ji na področju določanja gensko spremenjenih organizmov



Referenčna metoda v bazi Skupnega odbora za sledljivost v 
laboratorijski medicini (JCTLM) 





Virusni povzročitelji bolezni v odpadnih vodah

Rotavirusi, norovirusi, hepatitis A virus, enterovirusi, koronavirusi



SARS-CoV-2 v odpadni vodi

V blatu okuženih oseb se pojavlja zgodaj po okužbi, lahko pred 
pojavom simptomov

Širjenje z odpadno vodo ne predstavlja pomembnega načina
prenosa, virus zaznan večinoma v vtoku v čistilne naprave, ne pa tudi 
v iztoku

Koncentracije virusa v odpadni vodi korelirajo s prisotnostjo virusa v 
človeški populaciji (namesto pri posamezniku, zaznavamo virus v 
populaciji – komplementarna metoda)



Kako poteka analiza prisotnosti virusa?

Vzorčenje vode v čistilnih napravah 1-3 
krat tedensko (Kranj, Ljubljana, Domžale-
Kamnik, Šostanj, Celje, Maribor, Koper)

100 ml vtoka (24 urni kompozitni vzorec)



Kako poteka analiza prisotnosti virusa?

Koncentriranje vzorca poteka v laboartoriju za delo v 2. varnostnem razredu (biološka varnost)

Primerjali smo več načinov koncentriranja (tudi zaradi težav z dobavo materiala) 

Centrifugiranje 50 mL 
vzorca 30 minut

Prenos vzorca v Centrikon in 
centrifugiranje 30 minut

Prenos vzorca iz Centrikona v epruveto (2 mL) s 
kratkim centrifugiranjem (2 minuti)



Kako poteka analiza prisotnosti virusa?

Ekstrakcija nukleinske kisine SARS-CoV-2 (RNA) iz koncentriranega vzorca s kompletom kemikalij

Dobimo 40 µL vzorčka z 
ekstrahirano RNA



Kako poteka analiza prisotnosti virusa?

Določanje prisotnosti za SARS-CoV-2 z RT-qPCR na podlagi določanja prisotnosti za virus značilnih
zaporedij nukleinske kisline (RNA); določamo prisotnost dveh tarčnih zaporedij gena N (test N1 in N2, 
oba CDC)

N2N1

Cq vrednosti – točka, v kateri signal preseže prag



Kakšni so izzivi pri detekciji SARS-CoV-2 v odpadnih vodah?

Hitro spreminjajoč se matriks, lahko vsebuje snovi, ki vplivajo na analizo – inhibicija encima za PCR

To kontroliramo z dodajanjem zunanje kontrole (RNA za luciferazo) v vsak vzorec in v negativno
kontrolo ekstrakcijue (pufer). Vsak vzorec analiziramo neredčen in 10x redčen. 

Vpliva na analizo ni: 

(1) če je Cq vrednost za zunanjo kontrolo
v neredčenem vzorcu (modro) primerljiva s Cq
vrednostjo v pufru (rdeče) in 

(2) če sta Cq vrednosti v neredčenem in 
10x redčenem vzorcu v ustreznem razmerju.



Kakšni so izzivi pri detekciji SARS-CoV-2 v odpadnih vodah?

Vpliv padavin – redčenje odpadnih vod (redčenje vzorcev)  

Uspešnost koncentriranja vzorca



Kakšni so izzivi pri detekciji SARS-CoV-2 v odpadnih vodah?

Virus blage lisavosti paprike (PMMoV) je povzročitelj bolezni pri rastlinah iz rodu Capsicum. Ker je zelo
stabilen, je v odpadnih vodah prisoten v velikih količinah. 

Za PMMoV značilno zaporedje določamo v vzorcu pred in po koncentriranju. Iz Cq vrednosti pred
koncentriranjem določamo morebiten vpliv padavin (glede na pričakovano Cq vrednost). Iz razlike med Cq
vrednostmi pred in po koncentriranju ovrednotimo uspešnost koncentracije. Izmerjeno koncentracijo
PMMoV uporabimo za normalizacijo vrednosti SARS-CoV-2.



Zagotavljanje zanesljivosti in primerljivosti rezultatov

(1) Ustrezne kontrole in normalizacija

(2) Ustrezna izbira kontrolnih/referenčnih materialov (RNA, cel virus)

Termično inaktivirani virusi

SARS-CoV-2 RNA ekstrahirana iz vzorcev slovenskih
pacientov

Sintetično pripravljene RNA kontrole Skupno raziskovalno središče

Evropske komisije in NIST (ZDA) 



Zagotavljanje zanseljivosti rezultatov

(3) Spremljanje pojavljanja mutacij (sprememb zaporedja nukleinske kisline) pri virusu

Možno tudi določanje prisotnosti drugih tarčnih zaporedij, npr. genov RdRP in E (oba
Corman s sod., 2020)

ERdRp



Rezultati



Pilotni monitoring

Z vzpostavljanjem metode za analizo odpadnih vod smo začeli pred razglasitvijo epidemije. 

Prve vzorce iz čistilnih naprav smo testno analizirali aprila 2020. Prisotnost SARS-CoV-2 smo zaznali
izjemoma.

V septembru smo pričeli s pilotnim monitoringom na sedmih čistilnih napravah in pokazali, da je bil
trend naraščanja SARS-CoV-2 v populaciji viden že v začetku oktobra.

Metodo je možno uporabiti za spremljanje poteka epidemije, učinkovitosti ukrepov in analizo
prisotnosti SARS-CoV-2 v posameznih objektih kot so domovi za starejše, bolnice, šole in podjetja.

Rezultate redno posredujemo Strokovni skupini za zajezitev in obvladovanje epidemije COVID-19 in 
COVID-19 SLEDILNIKU. 
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