Simpozij z mednarodno udelezbo VODNI DNEVI 2017 7\ Portoroz, 5.-6. oktober 2017

PATOGENI VIRUSI V VODI:
VWRE)' DOLOCAN]E IN UKREPAN]JE

We Enable Science
ANJA PECMAN!, dr. DENIS KUTNJAK?, dr. NATASA MEHLES3,
KATARINA BACNIK*, dr. MAGDA TUSEK ZNIDARICS,
‘ ‘ ‘ ‘ izr. prof. dr. MATEVZ DULARS, dr. JANEZ KOSEL’,

prof. dr. MAJA RAVNIKARS, dr. ION GUTIERREZ-AGUIRRE?

Novi katalog VWR kemikalij 2017-2019

Povzetek

Patogeni humani, zivalski, bakterijski in rastlinski virusi so lahko prisotni v razli¢nih tipih
voda (reke, jezera in morska voda, iztoki Cistilnih naprav). V vodi lahko prezivijo tudi vec
tednov, se z njo Sirijo in so tako neposredna groznja ljudem, zivalim, bakterijam in rastli-
nam.

« Preko 100 topil Virusi so v vodah pogosto prisotni v zelo nizkih koncentracijah, zato viruse iz vzoréenega
o Skoraj 600 standardov, referenénih vodnega vira najprej koncentriramo, nato pa preverimo njihovo prisotnost z metodo se-

materialov in pufrov kvenciranja naslednje generacije ali s specificnimi visokozmogljivimi molekularnimi meto-
dami, kot je PCR (verizna reakcija s polimerazo) v realnem c¢asu ali metoda izotermalnega
pomnozevanja, posredovanega z zanko (LAMP). Prisotnost virusov v razli¢nih vodnih telesih
smo ze veckrat potrdili, zato je smiselno okrepiti njihov nadzor ter zaceti odstranjevati vi-
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vode po Karl-Fischer metodi Hidrodinamska kavitacija se je izkazala kot mozna nekemic¢na metoda za odstranjevanje
o 20 tablet za katalizo po Kjeldahl metodi virusov iz vodnih vzorcev.
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Abstract

Human, animal, bacterial and plant pathogenic viruses could be present in different types of
water (rivers, lakes, sea water and in effluents from sewage treatment plants) where they
can survive and spread for several weeks, and are thus an immediate threat to humans,
animals, bacteria and plants.

Viruses in water are often present in very low concentrations, so firstly, they need to be
concentrated from the sampled water source, and then their presence confirmed by the next
generation sequencing method or with specific high-throughput molecular methods such as
PCR (polymerase chain reaction) or loop-mediated isothermal amplification method (LAMP).
The confirmed presence of viruses in various water bodies makes it worthwhile strengthen-
ing their control with approaches for their removal from those water sources, that are used
for drinking or for irrigation and industrial systems. Hydrodynamic cavitation proved to be a
possible non-chemical method for the virus removal from water samples.

1. UVOD

Z narasc¢anjem prebivalstva ter povecevanjem industrijske in kmetijske dejavnosti postaja voda
vse dragocenejSa dobrina, saj se njena poraba povecuje, obenem pa je vedno bolj podvrzena
onesnazevanju z razliénimi kemi¢nimi snovmi in bioloskimi agensi. Med pomembne onesnaze-
valce vode spadajo tudi virusi, ki smo jih zaznali v odpadnih vodah (Racki, 2015), recnih vodah
(Boben, 2007) ter morju (Balasubramanian, 2016). Virusi so v vodi pogosto prisotni v nizkih
koncentracijah, vendar lahko kljub temu okuZijo gostiteljske organizme in povzrocajo bolezni
(Ali¢, 2017; Boben, 2007). Ugotovili smo tudi, da se nekateri rastlinski virusi lahko prenesejo
z rastline na rastlino kar z vodo (Mehle, 2014), kar ima lahko pomemben vpliv v hidroponic¢nih
ali namakalnih sistemih v kmetijstvu, zato je pomembno, da viruse v vodi pravocasno zaznamo
in vodo razkuzimo. Najpogosteje uporabljena metoda za razkuzevanje voda je kloriranje. Ker je
vnos kemikalij v vodo skodljiv, saj lahko pri tem nastajajo mutageni stranski produkti (Simpson
in Hayes, 1998), so dobrodosli novi nacini za odstranjevanje virusov.

2. VIRUSI V VODI - NJIHOV IZVOR IN SIRJEN]JE

V okoljskih vodah so lahko prisotni razli¢ni virusi. Prisotnost enteri¢nih humanih in Zivalskih
virusov je najpogosteje posledica ¢loveske prisotnosti in dejavnosti ob vodnem telesu. Na-
mnozijo se v prebavnem traktu gostitelja in izlocijo z blatom v kanalizacijski sistem, kjer
lahko ostanejo infektivni. Izvor entericnih humanih in Zivalskih virusov so torej iztoki fekalij
v okoljske vode, pa naj bo to iztok iz septicnega kanalizacijskega sistema ali iztok iz Cistilne
naprave urbanega kanalizacijskega sistema (Fong in Lipp, 2005). Virusi namrec ostanejo
prisotni tudi v iztokih Cistilnih naprav in se lahko dnevno sproscajo v okoljske vode (Bosch,
2008; Simmons in Xagoraraki, 2011). Posledi¢no so virusi prisotni v razli¢nih vodah (Fong in
Lipp, 2005), lahko jih najdemo v izvirih, podtalnicah in pitni vodi (Hurst, 1991) ter v obalnih
vodah (Griffin, 2003). Prisotnost virusov v vodi je zelo pomembna, saj so glavni povzroci-
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telji z vodo prenosljivih okuzb (Sinclair, 2009; USEPA, 2006). Poleg humanih in zivalskih
enteri¢nih virusov pa je pomembna tudi prisotnosti patogenih rastlinskih virusov. Tudi ti
prehajajo v vodo po razlicnih poteh. Lahko se namnozijo v okuzenih rastlinah, ki rastejo ob
vodnih telesih, in se nato sperejo v vodno telo. Rastlinske viruse najdemo tudi v odpadnih
vodah, kjer je lahko njihov izvor okuzeno sadje ali zelenjava - hrana. Virusi lahko preidejo
skozi prebavni trakt v kanalizacijo, kasneje pa v recne vode, preko katerih se razsirijo (Ko-
enig, 1986) na SirSe geografsko obmocje. V okoljskih vodah so bili zaznani Stevilni virusi,
med drugim tudi stabilni rastlinski virusi iz razlicnih druzin (Koenig, 1986; Mehle in Ravni-
kar, 2012). Stabilni rastlinski virusi, ki so prisotni v vodi, so potencialno nevarni, saj lahko
okuzijo rastline ze pri kalitvi (Teakle in Morris, 1981) ali pa kasneje med zalivanjem preko
koreninskega sistema (Mandahar, 1990) ali listov. To lahko predstavlja velik problem, saj
v kmetijstvu vse pogosteje zalivamo oziroma namakamo kulturne rastline, velikokrat kar z
odpadno vodo (McGrath, 2017).

Infektivnost virusov v re¢nih vodah je bila pokazana pri stabilnem virusu mozaika paradiznika
(Tomato mosaic virus; ToMV) (Boben, 2007). Stopnja okuzb in simptomatika je sicer odvisna
od koncentracije virusov v vodi (Pares, 1992) ter temperature okolja (Schuerger in Hammer,
1995). Okuzba rastlinskih korenin naj bi bila ucinkovitejsa, ¢e rastline rastejo v zemlji, kot
¢e je njihova vzgoja hidroponic¢ne narave, saj naj bi virus prehajal v korenine skozi majhne
rane, ki nastanejo med rastjo korenin skozi zemeljski substrat. Kljub temu Stevilne raziskave
(Mehle in Ravnikar, 2012) navajajo prenose razli¢nih virusov tako v hidroponicnih sistemih
kot v namakalnih sistemih z vodo ali hranilno raztopino. Pred kratkim je bil dokazan prenos
virusa mozaika pepina (Pepino mosaic virus; PepMV), virusa Y krompirja (Potato virus Y; PVY)
ter viroida vretenatosti gomoljev krompirja (Potato spindle tuber viroid; PSTVd) preko kore-
nin paradiznika in krompirja, gojenih v hidroponi¢nem sistemu (Mehle, 2014). Virusi so bili v
vodi infektivni razli¢no dolgo (3 tedne PepMV, 1 teden PVY in 7 tednov PSTVd) (Mehle, 2014),
ToMV in virus blage lisavosti paprike (Pepper mild mottle virus; PMMoV) sta ostala infektivna
v hranilni raztopini tudi 6 mesecev (Pares, 1992).

Vsi ti podatki kazejo na mozen prenos virusnih/viroidnih patogenov preko vode in potencialne
mozne okuzbe ljudi, zivali in rastlin. Voda je sicer kot moZen epidemioloski vir virusov veliko-
krat prezrta, najverjetneje zato, ker so koncentracije teh patogenov v vodi nizke in jih je zato
tezko zaznati.

3. DOLOCANJE VIRUSOV V OKOLJSKIH VODAH

V prvem koraku obdelave vzorcev vode uporabljamo monolitno kromatografijo CIM® (Con-
vective Interaction Media), s katero viruse skoncentriramo in jih tako kasneje lazje zaznamo
z razliénimi metodami. S presevno elektronsko mikroskopijo viruse vizualiziramo, s pomocjo
verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (qPCR) zaznavamo Ze najmanjsSe koli¢ine iz-
branih virusov, z metodo izotermalnega pomnozevanja, posredovanega z zanko za dolo¢anje
nukleinskih kislin (LAMP) pa lahko rezultate odCitamo kar na mestu vzoréenja. Velik preskok
pri odkrivanju virusov so omogocile metode sekvenciranja naslednje generacije (NGS), ki nam
omogocajo tudi identifikacijo novih, prej neznanih virusov.
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3.1. Koncentriranje - monolitna kromatografija CIM®

Virusi so v vodi ve¢inoma v nizkih koncentracijah, zato je prvi korak v procesu zaznavanja
virusov njihovo koncentriranje. Za koncentriranje virusov obstajajo razlicne metode, ki te-
meljijo npr. na adsorpciji in eluciji, filtraciji, ultrafiltraciji, ultracentrifugaciji, PEG precipitaciji,
flokulaciji. Velikokrat pa je zaradi nizke koncentracije virusov ali velikega volumna vzorca
treba izvesti dodaten korak koncentriranja, kot je npr. ponovna filtracija ali ultracentrifuga-
cija (Gutiérrez-Aguirre, 2011). Novejsa, ucinkovita in hitra metoda, uspesSno uporabljena za
koncentriranje razli¢nih virusov in viroidov, je monolitha kromatografija CIM® (Convective
Interacion Media) (slika 1). Pri tej metodi viruse v razli¢nih matriksih z relativno visokim pre-
tokom vodimo skozi kolono, pri tem pa se vezejo na monolitni nosilec z dolo¢enimi kemijskimi
lastnostmi. Metoda monolitne kromatografije CIM® je bila uspesno uporabljena za koncentri-
ranje humanih virusov iz sladke vode (Gutiérrez-Aguirre, 2011; Steyer, 2015), morske vode
(Balasubramanian, 2016), bakteriofagov (Ali¢, 2017), rastlinskih viroidov (Rusci¢, 2013) in vi-
rusov (Boben, 2007; Gutiérrez-Aguirre, 2009; Kramberger, 2004; Mehle, 2017), za lo¢evanje
razli¢nih virusov znotraj enega vzorca (Rusci¢, 2015) ter za cis¢enje virusnih delcev (Kutnjak,
2015; Rupar, 2013). Poleg tega lahko z monolitno kromatografijo CIM® uspesno odstranimo z
vodo prenosljive patogene viruse iz odpadnih vod (Racki, 2015).

A B

Slika 1: Monolitna kromatografija CIM®

A) CIM kolona (CIMmultus™ QA-80, 2 um). B) Primer konvencionalnega nacina vezanja virusov na kolone -
virusi se vezejo le na povrsino posameznih enot polnila zaradi premajhnih por znotraj polnila. C) Primer unika-
tne strukture monolitnega kromatografskega nosilca CIM s porami v premeru 1,5 ym - virusi imajo vec povr-
Sine za vezavo, kar se kaze v visoki zmogljivosti vezanja in zagotavlja, da masni prenos ni omejen z difuzijo.

Vir: http://www.biaseparations.com.

3.2. Zaznavanje virusnih nukleinskih kislin
s taré¢nimi metodami - qPCR/LAMP

Virusne nukleinske kisline v vzorcih lahko zaznavamo z uporabo molekularnih metod. Med
novejSe spadajo qPCR in LAMP, pri katerih pomnozujemo doloCen odsek nukleinskih kislin
dolo¢enega patogena, kar aparatura zazna kot povecanje fluorescence. gPCR in LAMP sta me-
todi, primerni za analizo vzorcev vod, saj omogocata zaznavo ze zelo nizkih vsebnosti virusnih
nukleinskih kislin (1-10 kopij virusnega genoma v reakciji). Za analizo s gPCR-jem je potrebna
predhodna izolacija nukleinskih kislin iz vzorca, pri uporabi metode LAMP pa zaradi manjSe
obcutljivosti za inhibitorje izolacija nukleinskih kislin ni vedno potrebna, kar olajsa izvedbo
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analiz na terenu. S gPCR-jem smo zaznali viruse v koncentriranih vzorcih vode (Boben, 2007;
Gutiérrez-Aguirre, 2011; Mehle, 2014; Mehle, 2017; Rusci¢, 2015) in tudi v nekoncentriranih
vzorcih vode (Racki, 2015). Velika prednost te metode je poleg visoke obcutljivosti tudi visoka
zmogljivost, saj lahko analiziramo veliko Stevilo vzorcev v kratkem casu, poleg tega pa lahko
soc¢asno dolo¢amo vec virusov znotraj istega vzorca (multiplex gPCR) (Mehle, 2014a). Tehno-
logija LAMP pa omogoca Se hitrejSo analizo vzorca, saj izolacija nukleinskih kislin ni potrebna
in se detekcija lahko izvaja na mestu vzorcenja (on-site) (Kogovsek, 2015).

3.3. Vizualizacija virusnih delcev - elektronska mikroskopija

Presevna elektronska mikroskopija se uporablja za vizualizacijo virusnih delcev, saj se njihove ve-
likosti gibljejo v okviru nanometrske skale. S presevnim elektronskim mikroskopom (slika 2) lah-
ko vidimo spekter razlicnih virusov (Alhamlan, 2013), ki jih nato na podlagi morfologije (oblike in
velikosti) uvrstimo v doloceno druZino. Na takSen nacin lahko v vzorcu tudi netar¢no zaznavamo
povzrocitelje bolezni, kar je ena izmed klju¢nih prednosti te metode (Goldsmith in Miller, 2009).
Slabosti metode pa sta nizja obcutljivost (v primerjavi z molekularnimi metodami) in relativno
nizka ¢asovna zmogljivost. Mrezice za vizualizacije virusov pripravimo po tehniki negativnega
kontrastiranja. V primeru kombiniranja s seroloskimi testi govorimo o imunski elektronski mikro-
skopiji (ISEM). V tem primeru so na mrezice vezana protitelesa, specifi¢na za virus, ki ga iS¢emo.
Nadgradnja te metode je dekoracija, pri kateri na ze adsorbirane viruse dodatno vezemo nov sloj
protiteles. Z metodo ISEM in metodo dekoracije vidimo, ¢e so v vzorcu prisotni specificni virusi,
poleg tega pa lahko zaznamo tudi druge prisotne viruse (Mavri¢ in Ravnikar, 1998).

Slika 2: Elektronska mikroskopija — slika bakteriofagov v vzorcu iztoka vode iz Cistilne naprave

3.4. Sekvenciranje naslednje generacije (NGS)

NGS je tehnika, ki omogoca netarc¢no doloCanje zaporedja vseh nukleinskih kislin v vzorcu, kar
omogoca zaznavo tako znanih kot tudi odkrivanje novih, Se neznanih virusov. Pri tem lahko
problem predstavlja ozadje visoko zastopanih nukleinskih kislin drugih organizmov (npr. gosti-
teljev), zato lahko v vzorcih vcasih spregledamo manj zastopane, a Se vedno zelo pomembne
patogene organizme. Za izboljSanje obcutljivosti zaznave takih organizmov uporabljamo raz-
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licne obogatitvene metode; v primeru vzorcev voda so to lahko razli¢ni nacini koncentriranja
(Hjelmsg, 2017). Dokazali smo, da lahko pred NGS-jem razli¢ne viruse iz vode uspesno skon-
centriramo s monolitno kromatografijo CIM® (Gutiérrez-Aguirre, 2017).

Metagenomske analize okoljskih in odpadnih voda pokaZejo celotno sliko v vzorcu prisotnih
nukleinskih kislin. Rosario idr., 2009 so v vodi, ki je presla ¢iS¢enje, vecino nukleotidih sekvenc
dodelili bakteriofagom, nevretencarskim pikornavirusom in rastlinskim virusom, niso pa za-
znali znacilnih humanih patogenih virusov. V drugi metagenomski raziskavi (Hjelmsg, 2017)
pa so v vzorcu odpadne vode zaznali veliko zaporedij, ki pripadajo humanim patogenim viru-
som, rastlinskim virusom in bakteriofagom. V eni izmed najnovejsih raziskav (Fernandez-Cas-
si, 2017) so proucevali metagenomsko analizo virusne zdruzbe na povrsini svezega petersilja,
zalivanega s fekalno onesnazeno re¢no vodo. Rezultati so pokazali, da najve¢ nukleotidnih
zaporedij pripada virusom iz druzine Dicistroviridae (okuzujejo nevretencarje), zaznali pa so
tudi za Cloveka patogene viruse. Nasi preliminarni rezultati metagenomske Studije vode iz iz-
toka cCistilne naprave kazejo prisotnost nukleinskih kislin Stevilnih vrst bakteriofagov, stabilnih
rastlinskih virusov in tudi nekaterih humanih patogenih virusov.

3.5. Ugotavljanje infektivnosti virusov

Zaznava nukleinskih kislin Se ne pomeni, da je v vzorcu prisoten infektiven virus. Ce z elek-
tronsko mikroskopijo potrdimo prisotnost virusnih delcev (slika 2), smo korak bliZje ugota-
vljanju bioloSkega pomena virusnih zaporedij, ki jih najdemo z molekularnimi metodami. Za
dokazovanje infektivnosti virusov je treba izvesti nadaljnje poskuse okuzevanja testnih rastlin
(rastlinski virusi) ali celi¢nih kultur (humani in Zivalski virusi).

3.6. Primer ugotavljanja virusov v vodah iz ¢istilnih naprav

Kot zanimiv sistem za Studij mikrobov v okoljskih vodah smo izbrali vode iz Cistilnih naprav. Z ana-
lizo mikrobne sestave takih vzorcev lahko dobimo vpogled v prisotnost mikrobov na SirSem obmo-
¢ju, saj se v njih stekajo vode iz SirSe okolice. Analizirali smo vzorec vode iz Cistilne naprave; viruse
iz vzorca smo skoncentrirali z monolitno kromatografijo CIM®, nato pa dolocili metagenom vzorca
s pomocjo NGS-ja. Bioinformatske analize rezultatov sekvenciranja so pokazale Sirok spekter raz-
licnih virusnih nukleinskih kislin, med njimi smo zaznali nukleotidna zaporedja patogenih virusov za
¢loveka in rastline ter veliko bakteriofagov. Za viruse, ki smo jih zaznali, je v glavhem znacilno, da
se prenasajo z vodo in da lahko daljSe obdobje prezivijo izven gostitelja (humani gastroenteriti¢ni
virusi, stabilni rastlinski virusi). V teku so raziskave, pri katerih skuSamo z okuzevanjem testnih
rastlin potrditi ali ovredi infektivnost nukleinskih kislin zaznanih v vodnih vzorcih.

4. UKREPI ZA INAKTIVACIJO VIRUSOV - HIDRODINAMSKA KAVITACIJA

Cié¢enje odpadne vode poteka v biologkih istilnih napravah, kjer je cilj veéstopenjska oksidacija
organskih onesnazil do popolne mineralizacije. Ker pa se v vodi nahajajo tudi Stevilna onesna-
zila, ki so odporna proti taksni biorazgradnji, je za njihovo razgradnjo treba uporabiti dodatne
procese CiS¢enja. Med vsemi procesi, ki so na voljo, ima hidrodinamska kavitacija velik poten-
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cial, saj se jo lahko enostavno vkljuci v Ze obstojeCe kontinuirane sisteme ciS¢enja. Pri tem ni
treba uporabiti dodatnih kemikalij, zato ni nevarnosti nastajanja toksi¢nih stranskih produktov
in se lahko precis¢ena voda nemoteno spusti nazaj v okolje ali uporablja za pitje (Dular, 2016).
Hidrodinamska kavitacija je fizikalni fenomen, ki se zgodi, ko je tlak nizji od parnega tlaka te-
kocine, kar vodi v razclenitev tekocega medija in pojav mehurckov. Nastali mehurcki so zelo
nestabilni, in ko dosezejo obmocje povecanega tlaka implodirajo in ustvarijo lokalno povecanje
temperature, moc¢ne udarne valove, hiter padec pritiska in supersoni¢ne valove (Shamsborhan,
2010). V preglednem ¢lanku (Dular, 2016) je opisana uspesna uporaba hidrodinamske kavitacije
za odstranjevanje farmacevtskih sredstev, toksic¢nih cianobakterij, zelenih mikroalg, bakterij in
virusov. Za Studij odstranjevanja virusov so (Kosel, 2017) kot Studijski model uporabili bakteri-
ofag MS2. Ta je zaradi svojih lastnosti (odpornost proti okoljskim dejavnikom) Siroko uporabljen
kot kvantitativni biomarker, fekalni indikator (EPA, 2001; ISO, 1995) ter pokazatelj antivirusne
in antisepti¢ne ucinkovitosti Cistilnih in filtrnih naprav (Jolis, 1999; Lykins, 1994; Oppenheimer,
1997). Pri poskusu so izvedli hidrodinamsko kavitacijo v manjSem (3 ml) (slika 3) in vecjem
(1 1) reaktorju, ter pri obeh dosegli znizanje koncentracije bakteriofaga MS2 za 4 logaritemske
stopnje, kar kavitacijo uvrs¢a k metodam, ki zagotavljajo ustrezno znizanje koncentracije pa-
togenih virusov in se jih lahko uporablja za CiS¢enje voda (EPA, 2006). Mehanizem inaktivacije
virusov s to metodo je sicer Se neznan. Pri kavitaciji se tvorijo OH radikali, prisotni so udarni va-
lovi, spremembe tlaka, lokalno poviSana temperatura; vsi ti dogodki lahko vplivajo na poskodbo
povrsine virusa in njegovo inaktivacijo (Kosel, 2017). Delovanje kavitacije je bilo uspesno tako v
majhnem reaktorju kot tudi v ve¢jem, kar kaze, da je povecanje (scale up) te metode izvedljivo
in bi bila lahko v prihodnosti uporabljena kot enota ali del enote za Cis¢enje vode.

NASTANEK
KAVITACIJSKIH
MEHURCKOV

|

Slika 3: Shema 3-ml reaktorja za hidrodinamsko kavitacijo
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5. ZAKLJUCEK

Pristnost razlicnih kemijskih in bioloskih onesnazil v okoljskih vodah je pokazatelj dejavnosti,
ki potekajo v okolici vodnega telesa, ter ucinkovitosti sluzb, ki skrbijo, da vodno telo ostaja
biolosko in kemi¢no neoporecno. Potrebe po vodnih virih narascajo s povecevanjem prebival-
stva ter kmetijske in industrijske dejavnosti, posledi¢no pa ravno ta trend vodna telesa do-
datno obremenjuje. Med vsemi prisotnimi onesnazili najdemo tudi razlicne patogene viruse,
ki predstavljajo tveganje za razlicne gostitelje. V prihodnosti bo najverjetneje treba nadzor
in ¢iSCenje vodnih virov, ki jih uporabljamo kot pitno vodo ali vodo za namakanje, nadgraditi
tudi z ugotavljanjem prisotnosti virusov z uporabo sodobnih metod za koncentracijo in zazna-
vanje. Obetavna metoda za odstranjevanje razlicnih kontaminant, ki se jo lahko vkljuci v ze
obstojece sisteme ciscenja, je glede na rezultate terenskih poskusov hidrodinamska kavitacija
(CAVOX®; Chakinala, 2008; HyCator®; Padoley, 2012).
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MORFOLOSKE IN HIDROLOSKE SPREMEMBE
NA HUDOURNISKI REKI GRADASCICI IN
VPLIV NA DIVERZITETO ZDRUZBE
BENTOSKIH NEVRETENCARJEV

TJASA ZIMSEK!

Povzetek

Proucevali smo povezave med morfoloskimi in hidromorfoloskimi razmerami hudourniske
reke GradascCice ter diverziteto zdruzbe bentoskih nevretencarjev. V ta namen smo izbrali
18 vzorcnih mest, kjer smo po standardnih metodah izvedli meritve izbranih abiotskih de-
javnikov, ekomorfolosko vrednotenje (RCE) stanja, popis obrezne vegetacije in vzorcenje
bentoskih nevretencarjev. Ob popisu vegetacije smo dolocali vrste ter odstotek pokrovnosti.
Z meritvami abiotskih dejavnikov smo zaznali znacilne spremembe, ki so se spreminjale sku-
paj s spremembami obrezne vegetacije in stanjem vodotoka. Na podlagi podatkov o sestavi
zdruzbe bentoskih nevretencarjev smo izracunali Shannon-Wienerjev indeks, EPT-indeks ter
tocke BMWP in ASPT. Izracunali smo tudi Spearmanove korelacije med omenjenimi indeksi,
visjimi taksoni bentoskih nevretencarjev in okoljskimi dejavniki ter ocenami parametrov RCE.
Z analizami smo ugotovili, da so hidromorfoloski posegi glavni vzrok za spremembe Zivljenj-
skih razmer v vodotoku, saj vplivajo na mnoge okoljske dejavnike.

Kljucne besede: akumulacija, bentoski nevretencarji, indeksi, obrezna vegetacija, stanje
RCE, zajezitev vodotoka

Abstract

The relationship between the morphological and hydro-morphological conditions in the torren-
tial river Gradascica and diversity of macroinvertebrate community was investigated. For this
purpose, we have chosen 18 sampling sites, where we performed several analyses according
to the standard methods, such as: measurements of abiotic factors, ecomorphological (RCE)
status survey, inventory of the riparian zone vegetation and sampling of the benthic macroin-
vertebrates. We have identified the plant species and estimated their coverage on the sampling
sites. Measurements of abiotic factors detected significant changes in values along the river
flow, because of changes in riparian vegetation and state of the watercourse. On the basis of
macroinvertebrate community composition, several indexes were calculated (Shannon-Wiener,
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