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EKSTRAKT KORE NARA (PUNICA GRANATUM L.) KAO PRIRODNI ANTIVIRUSNI
AGENS ZA REDUKCIJU HUMANIH NOROVIRUSA IN VITRO

SAZETAK

Humani norovirusi (HuNoV) su dominatni uzrocnici epidemija akutnog gastroenteritisa izazvanih
kontaminiranom hranom. U cilju njihove redukcije sa povrSine sveZeg povrca i povrSina koje dolaze
u kontakt sa hranom, testirana je antinorovirusna aktivnost 11 ekstrakata lekovitih biljaka. Za dalja
istrazivanja izabran je ekstrakt kore nara, koji je u koncentraciji 5 mg/mL redukovao broj Cestica
HuNoV za 99% u fosfatnom puferu, simuliranim gastrointestinalnim fluidima i na povrSinama
svezeg Ceri paradajza i mladog luka, a za 91% u mleku. Mati¢ni sok od nara redukovao je HuNoV
za 97%. Potencijal ekstrakta kore nara kao prirodnog dezinfekcionog sredstva na povrSinama od
nerdajuceg Celika i plastike je znacajan (> 3 logio GE/uL) 1 u skladu sa predlozenim normama koje
se primenjuju za virusna dezinfekciona sredstva. Radi komparacije, testirano dezinfekciono sredstva
na bazi hipohlorita (250 ppm) redukovalo je HuNoV na priblizno istom nivou. Proverena je
dezinfekcija povrSina kontaminiranih mesavinom suspenzija HuNoV i koliformne bakterije
Escherichia coli, primenom brzog ATP bioluminiscentnog testa i RT-qPCR metodom. Sredstvo na
bazi hipohlorita bez naknadnog ispiranja, dalo je rezultat koji se nasao u zoni upozorenja, dok su
rezultati nakon ispiranja vodom detektovani u zoni Cistog. Broj detektovanog HuNoV na
nerdajuc¢em celiku i plastici, posle sanitacije sa sredstvom na bazi hipohlorita iznosio je 2,2 odnosno
2,38 logio GE/uL. Takode, pokusano je da se primenom alergen indikator protein testa detektuju
razli¢ite koncentracije HuNoV (103- 10° GE/uL) nanete na prethodno sterilisanu povrsinu
nerdaju¢eg celika. Posle inkubacije na 70°C/10 min, Sto povecava senzitivnost testa, najvisa
testirana koncentracija virusa dala je pozitivan rezultat.

Klju¢ne reéi: humani norovirusi, medicinski biljni ekstrakti, ekstrakt kore nara, antinorovirusni
efekat, komercijalni dezinficijensi
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POMEGRANATE PEEL EXTRACT (PUNICA GRANATUM L.) AS A NATURAL
ANTIVIRAL AGENT FOR THE REDUCTION OF HUMAN NOROVIRUS IN VITRO

ABSTRACT

Human noroviruses (HuNoV) are the dominant agents of foodborne acute gastroenteritis and
epidemic outbreaks. In order to reduce them from the surface of fresh vegetables and food-contact
surfaces, the antinoroviral activity of 11 medicinal plant extracts was tested. For further research,
pomegranate peel extract was selected, which at a concentration of 5 mg/mL reduced the number of
HuNoV particles by 99% in phosphate buffer, simulated gastrointestinal fluids and on the surface of
fresh cherry tomatoes and green onions, and by 91% in milk. Pomegranate juice reduced HuNoV by
97%. The potential of pomegranate peel extract as a natural disinfectant on stainless steel and
plastic surfaces is significant (> 3 logio GE/uL) and in accordance with the proposed standards
applicable to viral disinfectants. For comparison, the tested hypochlorite-based disinfectant (250
ppm) reduced HuNoV to approximately the same level. Disinfection of surfaces contaminated with
a mixture of suspension of HuNoV and coliform bacteria Escherichia coli was checked, using a
rapid ATP bioluminescence test and RT-qPCR method. The hypochlorite-based agent without
subsequent rinsing gave the result that was in the warning zone, while the results after rinsing with
water were detected in the clean zone. The number of detected noroviruses on stainless steel and
plastic, after sanitation with a hypochlorite-based agent was 2,2 and 2,38 logio GE/uL, respectively.
Also, an attempt was made to detect different concentrations of HuNoV (103-10° GE/uL) applied to
a previously sterilized stainless steel surface using an allergen indicator protein test. After
incubation at 70°C/10 min which increases the sensitivity of the test, the highest tested virus
concentration gave a positive result.

Key words: human noroviruses, medicinal plant extracts, pomegranate peel extract, antinoroviral
effect, commercial disinfectants

Scientific field: Technological engineering
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1. UVOD

Virusi su obligatni intracelularni patogeni ¢ija replikacija zavisi od ¢elija domacina. Virusi su od
davnina izazivali epidemije i visoku stopu morbiditeta, pogotovo uzimajuéi u obzir njihovu veliku
sposobnost mutacije (Svensson et al., 2016). Bez obzira Sto, za razliku od bakterija, nisu u stanju da
se razmnozavaju u hrani ili zivotnoj sredini virusi koji se prenose hranom su ozbiljan problem za
javno zdravlje i jedan od glavnih uzroka bolesti dece, starijih i imunokompromitovanih osoba.
Prema izvestajima stru¢njaka koji se bave procenom rizika i identifikovanjem prioriteta bezbednosti
hrane koris¢enjem Delfi tehnike, virusi koji se prenose hranom predstavljaju prioritet prehrambene
industrije (Rowe et al., 2016). Virusi koji su najceS¢e povezani sa prenosom putem hrane su:
humani norovirusi (HuNoV), hepatitis A (HAV), zatim hepatitis E (HEV), rotavirusi, astrovirusi,
sapovirusi i drugi enterovirusi. Na osnovu simptoma koji se javljaju nakon infekcije, grupisani su u
viruse koji izazivaju gastroenteritis, zatim hepatitis i tre¢u grupu ¢ine virusi koji se umnozavaju u
digestivnom traktu ljudi, a izazivaju oboljenje kada migriraju u druge organe. Virusni
gastrointestinalni sindrom ili virusni gastroenterokolitis se cesto naziva ,stomacni grip” ili
nebakterijski enterokolitis (Atmar et al., 2006).

Virusi koji se prenose hranom generalno su ekoloski stabilni, mogu preziveti nepovoljne uslove i
otporni su na ekstremne pH vrednosti i uslove gastrointestinalnog trakta. Smatra se da imaju niske
infektivne doze, §to u kombinaciji sa Cinjenicom da ne menjaju sastav hrane niti senzorne
karakteristike, predstavlja znacajan problem kontaminacije hrane (Greening et al., 2016). Kao
poseban problem izdvaja se opSte prisutna globalizacija u prometu hrane, koja uti¢e na kvalitet i
bezbednost pogotovo svezih proizvoda (najcesce vocéa i povréa). lako se pretpostavlja da je sveza
hrana higijenski ispravna to nije uvek slucaj, ukoliko se uvozi iz zemalja u kojima kriterijumi opste
higijene ne ispunjavaju medunarodne standarde (Cliver et al., 2009; Food and Drug Administration,
FDA, 2012). To je jedan od razloga da je Svetska Zdravstvena Organizacija 2015. godine svoju
kampanju posvetila vaznosti bezbedne hrane Sirom planete. I kampanja ,,Bezbedna hrana od farme
do tanjira®, imala je za cilj da ukaze da kontaminacija hrane moze da se dogodi na svim nivoima u
lancu hrane, od primarne proizvodnje, prerade i transporta, do pripreme i konzumiranja hrane
(Centers for Disease Control, CDC, 2015; Li et al., 2015).

Prema izvestajima CDC najce$¢i virusni agensi koji izazivaju gastroenteritis u Sjedinjenim
Americkim Drzavama (SAD) su HuNoV sa 19-21 milion slucajeva dijareje i povracanja godisnje,
dok oko 465 hiljada ljudi zatrazi lekarsku pomo¢. Takode, prema podacima istog izvora procenjuje
se da svake godine HuNoV izazove 58% bolesti koje se prenose hranom (Bartsch et al., 2020).
Slicni podaci se beleZe i u zemljama Evropske Unije, kada je HuNoV bio povezan sa najve¢im
brojem alimentarnih epidemija nebakterijskog gastroenteritisa (European Food Safety Authority,
EFSA 2016). U izvestaju o detektovanim alimentarnim epidemijama za 2018 godinu, EFSA navodi
da su HuNoV i HAV zajedno sa bakterijom Salmonella, vodeéi u epidemijama koje su povezane sa
hranom i vodom (EFSA, 2019). Posebnu tezinu ovom pitanju daje pretpostavka da je broj
inificiranih osoba mnogo ve¢i od registrovanih (van Beek et al., 2018), zbog ¢ega je bezbednost
hrane i vode koja se odnosi na viruse u mnogim zemljama jedan od najvaznijih aspekata (Pires et
al., 2013).

U Srbiji usled nedovoljno razvijenih i neujednacenih laboratorijskih analiza, epidemioloska
situacija kada su u pitanju virusi koji se prenose hranom jos uvek je nedovoljno poznata. Epidemije
se registruju na podrucju Beograda od 2010. godine, od kada su u Centru za mikrobiologiju
Gradskog zavoda za javno zdravlje (GZZJZ) uvedene laboratorijske metode za detekciju virusa u
uzorcima fecesa. Tokom petogodisnjeg istrazivanja (2012-2016) norovirusne infekcije su se javljale
svake godine u svim starosnim kategorijama. Norovirus je dokazan kao znacajno naj¢es¢i uzro¢nik
epidemija dijarejalnog sindroma u Vojvodini, i dominatan uzro¢nik infekcije kod odraslih starijih
od 20 godina (Pati¢, 2018). U ovom naucno istrazivackom radu obuhvaéene su 1003 osobe sa
gastrointestinalnom infekcijom, od kojih je kod 703 pacijenata potvrdena virusna gastrointestinalna
infekcija (70,69%).
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Cestim epidemijama doprinosi geneticka raznovrsnost HuNoV (Hardstaff et al., 2018). I pored
¢injenice da je Sirom sveta dominatna genogrupa GIIL.4, jasno se uoc¢ava pojava novih sojeva GIL.4
norovirusa svake 2-3 godine, koji se javljaju kao rezultat tackastih mutacija i genetskih
rekombinacija (Lopman et al., 2016). Takode, jedan od faktora koji znacajno doprinosi kako ¢estim
epidemijama tako i sporadi¢nim slucajevima izazvanim HuNoV jeste nedostatak vakcine (Riddle et
al., 2016; Melhem et al., 2019), kao i Cinjenica da se ovi virusi veoma lako prenose fekalno-oralnim
putem kontaminiranom hranom i vodom, od osobe do osobe, putem kontakta sa kontaminiranim
povrsinama, i kroz aerosole. Posebno otezavajuce pitanje je odsustvo brze i rutinske detekcije (Hall
et al., 2014; Pires et al., 2015) i dijagnostike (Bull and White, 2011). Dijagnoza infekcije izazvane
mikrobioloski kontaminiranom hranom se vrs$i na osnovu klinicke slike koja se retko potvrduje
laboratorijskim testovima. Danas je u upotrebi RT-qPCR koji predstvalja ,,zlatni standard“ u
detekeiji 1 identifikaciji virusa u razli¢itim vrstama uzoraka (Sidoti et al., 2015; Platts-Mills et al.,
2013). Sa razvojem molekularnih metoda broj identifikovanih i potvrdenih sporadi¢nih slucaja se
znatno povec¢ao u mnogim zemljama (Ahmed et al., 2014).

Hrana koja se najviSe povezuje sa virusnom kontaminacijom ukljucuje sveze i zamrznuto voce
(maline i drugo jagodasto voce) i povrée (zelena salata, mladi luk), Skoljke (sirove ostrige), voéne
sokove, delikatesno meso (EFSA/ECDC, 2016). Evropski sistem za brzo obaveStavanje o
bezbednosti hrane i hrane za Zivotinje (Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF) ukazuje da
su norovirusi relativno ,,nov pojam* u istoriji citiranja RASFF-a u odbijanju proizvoda sa granica
prilikom izvoza (ukljucujuéi i treCe zemlje), ali ,,staro poznanstvo™ postoji u notifikacijama
upozorenja da je neki proizvod kontaminiran njima. Relativna ucestalost citiranja i obavestenja tipa
upozorenja na noroviruse, svrstava ih daleko ispred dobro poznatih patogene hrane bakterijskih
rodova Salmonella i Listeria, i oznacava ih kao ozbiljnu biolosku opasnost (Papapanagiotou et al.,
2017). Norovirusi mogu predstavljati ozbiljan problem za Srbiju koja je vodeca zemlja po koli¢ini
izvoza smrznute maline, kupine i viSnje. Nakon izbijanja nekoliko epidemija povezanih sa
zamrznutim malinama poreklom iz Srbije 2013. godine, Evropska komisija za zdravlje i bezbednost
hrane (DG Sanco 2013-6660 - Mr final, European Commission, Health and Food Safety, 2013) je
uvela rigoroznu mikrobiolosku kontrolu koja se odnosila na kontaminente maline prilikom uvoza u
EU iz Republike Srbije. U tom momentu se smatralo da je osnovni razlog povlacenja proizvoda
kontaminacija norovirusima usled nedostatka higijenskih mera (EFSA, 2014). Mera dodatne
desetoprocentne kontrole, odnosno kontrole svake desete posiljke malina iz Srbije na norovirus
dovela je do dodatnih troSkova za izvoznike i umanjenja prihoda proizvodaca malina. Na osnovu
kasnije ostvarenih dobrih rezultata dodatne mere kontrola su ukinute. Prema podacima
EUROSTAT-a Srbija je 2018. godine bila zemlja sa najve¢im izvozom (oko 80 046 tona)
zamrznutih malina u EU (European Commission, Health and Food Safety, 2019). Unakrsna
kontaminacija sveze hrane, povrSina i ljudi deSava se lako jer je glavni izvor norovirusa fekalni
materijal Goveka koji moZe sadrzati i do 10" virusnih partikula po gramu, koji se izluCuje iz
organizma osoba sa izrazenim simptomima (Karst, 2010). U lancu proizvodnje hrane, najefikasnija
sredstva u borbi protiv norovirusne kontaminacije su jedinjenja na bazi hlora, ali u vecoj
koncentraciji nego Sto je potrebno da se uniSte bakterijske ¢elije. Sa druge strane, sredstva na bazi
hlora i njegovih jedinjenja mogu predstavljati ozbiljnu zdravstvenu opasnost ukoliko se koriste za
dezinfekciju svezeg voca i povrca, proizvoda koji su povezani sa najve¢im brojem epidemija. U
nekim Evropskim zemljama upotreba hipohlorita i drugih jedinjenja na bazi hlora je zabranjena
zbog mogucéih stvaranja toksi¢nih nus-jedinjenja kao $to su hloroform, hloramin i drugi (El-Senousy
et al., 2014). Razlicita ispitivanja perzistetnosti i rezistetnosti vrSena su u cilju pronalaska i primene
alternativnog sredstva za inaktivaciju norovirusa. Utvrdeno je da kapsid virusa obezbeduje znacajan
protektivan efekat jer je stabilan pri niskoj i neutralnoj pH vrednosti, kao i na temperaturu do 55°C
(Pogan et al., 2018). Delovanje proteolitickih enzima koji se prirodno nalaze u ljudskom organizmu,
gastri¢ni (pepsin, pH 2) i intestinalni (tripsin i himotripsin, pH 8) ne izazivaju degradaciju kapsida
virusa, do koje dolazi tek pove¢anom koncentracijom tripsina (Chassaing et al., 2020).



Ekstrakt kore nara (Punica granatum L.) kao prirodni antivirusni agens za redukciju humanih norovirusa in vitro

Znacajnu paznju je privukla primena prirodnih jedinjenja ili njihovih komponenti koje su bezbedne
za upotrebu, a poseduju znacajnu antimikrobnu aktivnost u cilju sprecavanja kontaminacije hrane,
inaktivacije virusa i leCenju infekcije (Li et al., 2013). Biljni ekstrakti su bogati razli¢itim
jedinjenjima (polifenoli i dr.) koja ispoljavaju antimikrobna svojstva §to ih ¢ini znacajnim za
primenu u tradicionalnoj medicini, za ocCuvanje sveze i preradene hrane, u farmaceutskim
proizvodima, alternativnoj medicini i prirodnim terapijama, kao potencijalni izvor novih lekova
(Lucera et al., 2012; D’Souza et al., 2014). Takode, i kada se razmislja o alternativnim metodama za
dekontaminaciju proizvoda, dezinfekciju povrSina koje dolaze u kontakt sa hranom, pored
potencijalnih bioloskih metoda kao Sto su aplikacija bakteriocina, bakteriofaga ili enzima, velika
paznja se usmerava ka fitohemijskim jedinjenjima.

U narodnoj medicini nar (Punica granatum L.) se koristio za jaCanje imuniteta, protiv dijareje i
drugih tegoba. Takode, nar je u mnogim narodima simbol zdravlja i plodnosti. Nar je bogat
visokom koncentracijom polifenola koji pozitivno uticu na zdravlje ljudi. Danas se ne koristi samo
plod nara ili mati¢ni sok ve¢ i drugi njegovi delovi. Kora nara kao bioproizvod cesto je nazivan i
bioloskim otpadom industrije za proizvodnju soka. Sve veci broj istrazivanja se odnosi na prednosti
kore nara i jedinjenja koja su izolovana iz nje. Ekstrakt kore nara je interesantan kao bezbedan i
prirodan potencijalni izvor antivirusnih jedinjenja u tretmanu norovirusne infekcije. Antivirusni
potencijal ekstrakta kore nara je testiran i na povrSinama svezeg povréa kao i na povr§inama koje
dolaze u kontakt sa hranom.
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2. PREGLED LITERATURE

Pregled literature obuhvata dosadasnja saznanja o Kklasifikaciji, taksonomiji, gradi norovirusnog
genoma, perzistetnosti, rezistentnosti, ucestalosti epidemija, klini¢koj slici, patogenezi i metodi
detekciji. Osim humanog norovirusa, obuhvacen je antimikrobni potencijal biljnih ekstrakta,
karakteristike nara, hemijski sastav ploda i kore, zdravstveni benifiti, funkcionalna primena i
antimikrobna efikasnost. Takode, prikazana su razliita dezinfekciona sredstva i vrSena je
komparacija sa ekstraktom kore nara.

2.1. Karakteristike humanog norovirusa

2.1.1. Otkrice norovirusa

Gastroenteritis izazvan norovirusima opisao je prvi put pedijatar dr Zahorsky J. 1929 godine.
Norovirusna infekcija opisana je kao sporadi¢ni slucajevi dijareje i povracanja kod novorodencadi,
koji su se obi¢no javljali u hladnijim mesecima. U obimnoj studiji Zahorsky je opisao bolest kao
.Hyperemesis hiemis” ili ,,zimska bolest povracanja”, uz poseban znacaj dobre higijenske prakse u
sprecavanju Sirenja bolesti.

U epidemiji gastroenteritisa (1968) u osnovnoj Skoli Norwalk, Ohajo (SAD) obolelo je 50%
ucenika i nastavnika. Ova epidemija prema broju obolelih svrstana je u ozbiljnije zbog ¢ega je CDC
preduzeo nadleZznost i uzorci fecesa su sacuvani. Epidemije su do tada oznacavane i dokumentovane
kao akutni nebakterijski gastroenteritis. Bolest nazivana ,,Norwalk virus” ili ,,virus male okrugle
strukture” utvrdena je od strane Kapikian et al. (1972) koji su pripremili filtrate uzorka fecesa iz
epidemije 1968. godine. Pripremljeni filtrati su ispitani oralnim konzumiranjem dobrovoljca.
Nekoliko ispitanika je razvilo simptome identicne sa onim iz vremena epidemije u Norwalk-u.
Uzorci fecesa dobrovoljaca analizirani su metodom imuno elektronske mikroskopije (IEM). U
posmatranim uzorcima uocila se interakcija i obrazovanje kompleksa antigen-antitelo, odnosno
Cestice su agregirale i oblozile se specificnim antitelima (Anderson i Stanley, 1941; Kapikian i sar.,
1972) (Slika 1). Dobijena slika omogucila je uocavanje Cestica virusa (27 nm), koji do tada nisu
imali jasno definisanu morfologiju i bili su medu najmanje poznatim virusima. Metod koji se
koristio za snimanje virusa nije bio nov, ve¢ je opisan 1941. godine u studiji sa virusom mozaika
duvana (Markham et al., 1964)

e

Slika 1. Metodom imunoelektronske mikroskopije identifikovane su 27 nm partikule povezane sa akutim nebakterijskim gastroenteritisom. Infekcija
se razvila nakon $to su ispitanici konzumirali filtrirani feces iz originalne Norwalk epidemije (u odnosu na 1:10). Prikazane virusne Cestice su u

velikoj meri obloZene antitelima. Uveli¢anje 231,500x. ( Kapikian et al., 1972.)
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Pojava norovirusne infekcije razlicitih sojeva je bila ucestala, pa su imena dodeljena na osnovu
lokacije pojave novog soja: Montgomeri, Havaji, Snezna planina, Meksiko, Taunton i Toronto. U
literaturi se moze naci i pod drugim imenima: Norwalk virus, Norwalk-like virus (NLVs), mali
virus zaobljene strukture (SRSVs), Snow Mountain virus, akutni nebakterijski gastroenteritis,
virusni gastroenteritis i stomacni grip (Fauquet et al., 2005). Appleton je prvi put 1977. godine uveo
ime Norovirus. Zvani¢no ime Norovirus usvojeno je 2002. godine od strane Medunarodnog
komiteta za za taksonomiju virusa (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV; Estes
et al., 2000).

2.1.2. Morfologija i organizacija genoma Norovirusa

Humani norovirus je mali izometrijski virusni agens (27-40 nm), bez ovojnice, obavijen
proteinskim omotacem - kapsidom. Pod elektronskim mikroskopom norovirus li¢i na ¢aSicu sa 32
udubljenja na povrsini, na osnovu ¢ega je dobio ime calyx $to na latinskom znaci ¢asa. Genom se
sastoji od linearno pozitivno orijentisane jednolancne RNK (ssRNA +). Veli¢ina genoma je 7.6
kilobaza (kb) organizovan u tri otvorena okvira Citanja (Open Reading Frame, ORF) (Jiang et al.,
1993). Genom je kovalentno vezan za virusni protein (protein genome-linked, VPg) na
5’genomskom kraju, dok je 3’kraj poliadenilovan (poli A rep). Uloga ORF-1 za sve noroviruse je u
kodiranju poliproteina koji se u procesu translacije i nakon njenog zavrsetka pod dejstvom proteaze
(NS6) prevode u Sest zrelih nestrukturnih proteina uklju¢ujuéi i NS6. Ostali nestrukturni proteini
koji nastaju su: p48 (NS1/2), p41 (nukleozid trifosfataza - NS3), p22 (NS4), VPg (NS5) i RNK-
zavisna RNK polimeraza (RdRp, RNA - dependent RNA polymerase; NS7). ORF-2 i ORF-3
kodiraju glavne strukturne proteine. Uloga ORF-2 i ORF-3 je u kodiranju proteina kapsida.
Obrazuju se prilikom virusne replikacije, odnosno prevode se iz subgenomske RNK. ORF-2 ima
ulogu u kodiranju glavnog proteina kapsida (VP1), a ORF-3 kodira mali sporedni protein kapsida
(VP2). Subgenomska RNK je identi¢na poslednjih 2.4 kb sa genomom i povezana kovalentno sa
VPg na 5’ kraju, a na 3’kraju poliadenilovan (Slika 2) (Robilottia et al., 2015; Thorne et al., 2014).

Genomska RNK ORF 1 ORF 2 ORF 3
- YAVAVAVAVAVIVAY aVAWAVAY oW s W s W s VAW AV AV AV AV AW s W AW AL LIVE S
p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2

Slik
a 2. Organizacija genoma (Robilottia et al., 2015).

VPI1 je glavni strukturni protein kapsida HuNoV. Devedeset dimera VP1 proteina prosecne
molekulske mase 58 kilo Daltona (kDa) iznose priblizno 550 aminokiselina. Protein VP1 stvara
Supljine koji daju izgled povrsini strukture sliénom caSama, odakle i naziv calici od latinske reci
Healyx” ili ,,cup” ¢asa. Odgovor imunog sistema na norovirusnu infekciju povezan je sa VP1, zbog
cega se dosadasnja istrazivanja razvoja vakcine baziraju na ovom proteinu (Hardy, 2005; Kim et
al., 2018). Protein VP1 moze da se ponaSa kao samostalna virusna cestica, ali ne sadrzi RNK §to
zna¢i da nije infektivna. U literaturi se ¢esto naziva i Cestica sli¢na virusu (virus-like particles,
VLPs). Strukturnom analizom uvideno je da se VP1 presavija u dva domena oznacena kao S (shell),
domen ljuske koji uéestvuje u formiranju ikozaedarne strukture i P (protruding), istureni domen
koji formira izbo¢ine na povrsini ljuske. N-centralni kraj ¢ini domen S i sastoji se od 225 rezidua
proteina i sve neophodne elemente za formiranje ikzaedarne strukture. Domen S je povezan sa
formiranjem glatkog sloja kapsida. VLPs cCestice imaju precnik koji odgovara nativnoj strukturi
norovirusa, ali nemaju ekspresiju P domena (Cao et al., 2007; Richardson et al., 2013). Domen S je
univerzalan za sve noroviruse, koristi se za odredivanje genogrupa i genotipova (Cao et al., 2007;
Hardy, 2005). Takode, domen S poseduje sve neophodne komponente da formira kapsid norovirusa
samostalno. Domen P se proteze od domena S, formirajuci izboc¢ine koje se izdizu na povrSini
kapsida. Domen P regulise stabilnost i velicinu HuNoV kapsida, jer uspostavlja intermolekulske
veze izmedu podjedinica dimera VP1, ali nema formu VLPs (Tan et al., 2004). Dimeri P su stabilni
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u Sirokom opsegu pH vrednosti, ¢ime obezbeduje perzistetnost i rezistentnost u spoljasnjoj sredini.
Sadrze elemente koji omogucavaju specifi¢no vezivanje za receptore (Strong et al., 2012). Domen P
moze da se vezuje za antigene histo-krvne grupe (histo-blood group antigens, HBGAs), koriste¢i
isti obrazac kao nativni virusni kapsid, igraju¢i vaznu ulogu u interakciji receptor virus-Celija.
Prisustvo antitela moze da blokira interakciju VLPs sa HBGA, koji je u korelaciji zastite bolesti §to
je ispitano kod dobrovoljaca koji su inficirani sa norovirusima (Lindesmith et al., 2003; Tan et al.,
2004). Kroz razlic¢ita istrazivanja utvrdena su najmanje dva aspekta: domen P je rasporeden po celoj
povrsini kapsida pri cemu je izuzetno fleksibilan, osetljiv i podloZzan mutacijama kako bi se lako
vezivao za receptore celija. Kristalografijom je utvrdeno da se P domen sastoji se od dva
subdomena P1 i P2, izmedu kojih postoje interakcije (Prasad, 1999; Bu et al., 2008; Taube et al.,
2010). Subdomen P2 se proteze od S domena ka spoljasnjoj strani kapsida i nalazi se u srednjem
delu proteina VP1. Ovaj subdomen je hipervarijabilan i ima ulogu u vezivanju za receptore celije,
imunoloskoj reaktivnosti odnosno neutralizaciji antitela (Tan et al., 2008a). Sekvenciranjem VP1
proteina humanog norovirusa GII.4 potvrdena je raznolikost P2. Rezultati su ukazali da postoje dva
mesta na P2 regionu na kojima dolazi do zamene redosleda aminokiselina i da su oni odgovorni za
stvaranje Cestih genetickih varijanti GII.4 (Tan et al., 2011; Hardy, 2005). Navedena mesta se
nalaze na povrsini virusnog kapsida zbog Cega su izloZena stalnom uticaju spoljasnje sredine.
Ciljani protein za antitela je VP1 sa domenima S i P, pri ¢emu je subdomen P2 najvise izlozen
interakciji sa HBGA 1 neutralizatorima virusa. Dosadasnji mehanizmi koji objasnjavaju
varijabilnost HuNoV zasnivaju se na subdomenu P2 jer se na njega vrsi stalan pritisak zbog
vezivanja za receptore domacina i homologe rekombinacije u preklapaju¢em regionu ORF-1/ORF-
2, generiSuci genotip (Tan et al., 2008). Interakcija P2 sa antigenima tkivno/krvnog sistema ABO
odreduje intezitet simptoma norovirusne infekcije. VP2 je manji strukturni protein, molekulske
mase 29 kDa koji se nalazi u unutra$njosti virusnog kapsida. Analizom genomskog regiona HuNoV
odredena je evoluciona brzina kodiranja proteina VP2 znacajno veéa od proteina VP1. Odsustvo
VP2 uti¢e na stabilnost i homogenost VLPs (Glass et al., 2009).

180 molekula ( 90 dimera) VP1

el =
r‘;?f

| Genomska RNK (~7.7 kb)

ORF1 ORF2 ORF3
VPg * (A)rﬂ
p48 NTPase p22 VPg PRO POL
VPg-RNA, >|
VFP1, VP2 ORF2 ORF3
Subgenomska RNK ("2.8 kb) V‘Pg (A)n
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Slika 3. Prikaz organizacije glavnog strukturnog proteina (VP1), kapsida virusne partikule i genoma (Glass et al., 2009)

2.1.3. Ekspresija gena i replikacija humanog Norovirusa

Odsustvom tradicionalnih metoda gajenja u kulturi ¢elija HuNoV prikaz replikacije je izvrSen na
osnovu njegovog surogata murine norovirusa (MNV). Surogat MNV se efikasno replikuje u ¢eliji,
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dok RNK HuNoV jos uvek nije u potpunosti istrazena. Takode, smatra se da HuNoV i MNV dele
vise od 60 % slicnosti aminokiselina (Leen et al., 2012; Atmar, 2010). Replikacioni ciklus
norovirusa (Slika 4) zapo€inje vezivanjem i ulaskom u ¢eliju. Vezivanje i ulazak HuNoV omogucen
je preko antigena histo-krvne grupe (HBGAs). Nakon ulaska u ¢eliju vrsi se dekapsidacija i
oslobadanje RNK u citoplazmu. Pozitivni lanac jednolanc¢ane virusne RNK se ponasa kao iRNK.
Protein VPg na 5’ kraju virusnog genoma dolazi u interakciju sa inicijalnim faktorima translacije
domacina §to dovodi do translacije i aktivacije ribozoma. Translacija virusnih proteina VP1 i VP2,
primarno pocinje od subgenomske RNK. Analizama je utvrdeno da je prisutan u znatno visoj
koncentraciji u odnosu virusnu RNK $to se smatra strategijom virusa (Thorne et al., 2014; de Graaf
et al., 2016; Hassan and Baldridge, 2019). Deo genoma ORF-1 kodira sintezu poliproteina i tokom
translacije do njenog zavrSetka, formirani poliprotein se cepa dejstvom pod proteaze (NS6) na Sest
zrelih nestrukturnih proteina (p48, p4l, p22, VPg, proteazu i RNK zavisnu RNK polimerazu).
Translacija proteina VP2 - reinicijalnim mehanizmom zapocinje terminacijom jer je norovirusna
RNK policistronska (Napthine et al., 2009). Ribozomi nakon zavrSetaka translacije ORF (VP1)
ostaju vezani za RNK do pocetka translacije ORF (VP2). Replikacija se odvija preko negativanog
lanaca RNK koji sluzi kao intermedijer za sintetzu nove genomske i subgenomske RNK dejstvom
virusne RNK zavisne RNK polimeraze. Nakon prevodenja roditeljskog virusnog genoma, iRNK
dalje sluzi kao Sema (femplate) za formiranje dvolancane replikativne forme. Proces pokretanja
sinteze negativne RNK na dolaznoj roditeljskoj RNK nije potpuno razumljiv. Subgenomska RNK
sadrzi ORF-2 i ORF-3 i sluZi za obrazovanje kapsidnih proteina VP1 i VP2, koji dalje ucestvuju u
translaciji (unutar replikacionog kompleksa) ili se pakuju u kapsid (VP1), stvarajuci nove virione.
Stvoreni virioni napustaju ¢eliju, a sam mehanizam izlaska iz ¢elije nije sasvim objasnjen (Thorne
et al., 2014; de Graaf et al., 2016; Hassan and Baldridge, 2019). UspesSnost gajenja postignuta je
odnedavno u novom sistemu kulture koji se sastoji od mati¢nih celija enteroida izolovanih iz
crevnih kripti intestinalnog ljudskog tkiva (Ettayebi et al., 2016; Alvarado et al., 2018).
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Slika 4. Replikacija miSijeg (MNV) i humanog norovirusa (HuNoV) (Hassan i Baldridge, 2019).

2.1.4. Klasifikacija, taksonomija i raznovrsnost Norovirusa

Razvojem molekularnih dijagnostickih metoda pocetkom 90-ih godina, pojavile su se i prve studije
koje su na osnovu nukleotidne sekvence opisale strukturu norovirusa. Danas su sekvence
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norovirusnog genoma dostupne za vise od 100 sojeva. Genom Norovirusa pripada porodici
Caliciviridae koji je dalje geneticki podeljen u grupe prema domacinu kog inficiraju. Porodica
Caliciviridae obuhvata jedanaest rodova, od kojih sedam clanova inficiraju sisare (Lagovirus,
Norovirus, Nebovirus, Recovirus, Sapovirus, Valovirus i Vesivirus), dva inficiraju ptice (Bavovirus i
Nacovirus) 1 dva roda inficiraju ribe (Minovirus 1 Salovirus). Klini¢ki najvazniji predstavnici
familije Caliciviridae su humani norovirusi. Pored roda Norovirus i virusi iz roda Sapovirus
(Saporo-like virus), mogu da izazovu sli¢na oboljenja kod ljudi, ali znatno rede (Chhabra et al.,
2019). Norovirusi se neprestano menjaju i generiSu nove sojeve svake 2-4 godine, §to uslovljava
pojavu epidemija u svetu (Boon et al., 2011; Chan et al., 2015).

Razvojem metoda omogucena je filogenetska klasifikacija genogrupa i genotipova koja se zasniva
na sekvenciranju amino kiselina VP1 proteina. Razlika u sekvencama do 20% je koriS¢ena kao
grani¢ni prag za nove genotipove, a kasnije je pomerena na 15%. Aminokiselinska sekvenca VP1
proteina se koristi za odredivanje genogrupe i genotipa HuNoV na slede¢i nacin: razlike u
sekvencama do 14.3% klasifikuju ih u istu genogrupu, razlike izmedu 14,3 — 43,8% klasifikuju ih u
isti genotip; razlike izmedu 45-61% klasifiikuju ih u istu genogrupu (Slika 5a). Zbog nedostatka
standarda klasifikacije za norovirus nekoliko istrazivackih grupa koristile su kratku sekvencu,
oznacenu kao region C za klasifikaciju genotipova $to je dovelo do nedosledne klasifikacije nekih
sojeva norovirusa (Iturriza-Gomara et al., 2008; Huhti et al., 2011; Kroneman et al., 2013).
Znacajnoj raznovrsnosti HuNoV doprinosi, pored klasifikovanih sojeva, nekoliko novih
neklasifikovanih koji su identifikovani kod slepih miseva, morskih lavova i luckih pliskavica
(morske svinje ili mali kitovi). Genogrupa II genotip 4 (GI1.4) je najrasprostranjenija sa najvecom
stopom varijabilnosti.

Univerzalnu efikasnu klasifikacija za norovirus, predstavila je 2013. godine Radna grupa za
klasifikaciju norovirusa (Norovirus Classification Working Group, NCWG). PredloZena je
univerzalna standardna nomenklatura i sistem za odredivanje genotipova GI i GII koriS¢enjem
filogenskog grupisanja kompletnih aminokiselinskih sekvenci VP1 (Kroneman et al., 2013;
Chhabra et al., 2020). Na osnovu dostupnih podataka sekvenci norovirusi su klasifikovani u Sest
genogrupa (GI-GVI), sa predlozenom sedmom (GVII) (Kageyama et al., 2004; Vinjé, 2014), dok
genogrupe obuhvataju vise od 40 genotipova (Chhabra et al., 2020). Norovirusi koji inficiraju ljude
su svrstani u genogrupe GI, GII, GIV, dok su genotipovi GII.11, GII.18 i GII.19 specifi¢ni za svinje
a genotip GIV.2 je detektovan samo kod macaka i pasa (Zheng et al., 2006; Ford-Siltz et al., 2019;
Chhabra et al., 2020). Postavljeni kriterijumi nomenklature nisu mogli da se ispune za geneticku
podgrupu GII.4. Kako bi se izvrsila ispravna podtipizacija odluceno je da se filogensko grupisanje
novih varijanti GII.4 prepozna nakon izbijanja najmanje dve epidemije na razli¢itim geografskim
lokacijama. Osam GII.4 varijanti bile su dominatne poslednjih dve decenije, zamenjujuci
prethodnu, a od 2012 GII.4 Sydney, New Orleans, Hong Kong su povezane sa najvecim brojem
epidemija (Bull and White, 2011; Debbink et al., 2011; Ford-Siltz et al., 2019).

Prema azuriranoj klasifikaciji iz 2019. godine norovirusi su svrstani u deset genogrupa (GI-GX) i
48 genotipova zasnovano na celoj sekvenci aminokiselina proteina VP1 i deo RdRp. Neki
genotipovi su reklasifikovani, na primer GII.15 je postala nova genogrupa GIX (Kitajima et al.,
2016; Tohma et al., 2018; Chhabra et al., 2020). Dominatnost u izbijanju epidemija povezanih sa
GIL.4 se moZe pripisati konstantom evolucijom VP1, a rezultat je pojavljivanje antigenetskih
varijanti svake 2-8 godine. Filogenetsko stablo zasnovano na sekvencama kapsida proteina VP1
norovirusa (Slika 5b) prikazuje sve klastere genotipova do sada poznatih, jedan novi GI klaster
(GL.9) i tri nova GII klastera GII.20-GII.22 (Desselberger, 2019). Sekvence sojeva za koje nije
mogao da se odredi genotip i za koje su bile dostupne najmanje dve neidenticne kompletne
sekvence VP1 sa razli¢itih geografskih lokacija kandidovane su za novu genogrupu ili genotip.
Genogrupa ili genotip za koji je bila dostupna samo jedna kompletna sekvenca VPI1 ili samo
sekvence sa jedne geografske lokacije oznacene su kao nedodeljene (NA) (Chhabra et al., 2020).
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Slika 5. Univerzalna filogenetska klasifikacija norovirusa (a) i klasifikacija GII (b) koja je zasnovana na VP1 aminokiselinskim sekvencama obuhvata

dva nerasporedena genotipa. Nove identifikovane genogrupe oznacene su crvenom bojom (Vinjé, 2014; Chhabra et al., 2020).

Klasifikacija na osnovu RNK-zavisne RNK polimeraza (RdRp) sekvence na nivou genotipa
oznacene su kao P-grupa, a na nivou genotipa kao P-tip. Oznaka P je uvedena kako bi se genogrupe
i genotipovi razlikovali od podele genogrupe na osnovu VP1 proteina. Kada je dostupna samo jedna
RdRp sekvenca, dobija se oznaka NA sa brojevima (na primer GL.PNA1, GIL.PNA2). Ranija
klasifikacija norovirusa zasnivala se samo na VP1 proteinu, a kada nije poznata njegova sekvenca
oznaCavani su slovima abecede (Slika 6). Budu¢i da je sve veci broj rekombinatnih sojeva bio
prepoznat, predlozena je nova klasifikacija (Mans et al., 2015; Cannon et al., 2019; Degiuseppe et
al., 2017; Matsushima et al., 2016). Poslednje decenije detektovano je nekoliko novih norovirusnih
sekvenci identifikovanih kod novih domacina sa razliitih geografskih lokacija. Chhabra i sar.,
(2020) su potvrdili klasifikaciju genogrupe VII koja je izolovana iz fecesa dece obolele od akutnog
gastroenteritisa (2004) u Japanu, fekalnih briseva kod pasa, u Hong Kongu, Kina (2007) i iz
kanalizacione vode u Urugvaju (2012). Ovi uzorci su potvrdili klasifikaciju nove genogrupe GVII
(Bull et al., 2011; Debbink et al., 2011b; Kroneman et al., 2013; Chhabra et al., 2020; CDC, 2019).
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Slika 6. Azurirana $ema klasifikacije norovirusa sa brojem genogrupa i genotipova na osnovu kompletnih sekvenci aminokiselina proteina VP1;
brojem P-grupa i P-tipova na osnovu dela reginona (762 nukleotida) RNK zavisne RNK polimeraze (RdRp) na 5'-kraju ORF-1. P-P grupa, T-okvirni

genotip/P-tip (kada je dostupan samo jedan niz ili vi$e neidenti¢nih sekvenci sa jedne geografske lokacije), NA-nisu dodeljeni (Chhabra et al., 2020).

2.1.5. Rezistentnost i perzistetnost humanih norovirusa

Infekcije izazvane HuNoV zbog njihove niske infektivne doze, visoke koncentracije izlu¢ivanja
prilikom ispoljavanja simptoma, perzistentnosti i rezistentnosti u spoljasnjoj sredini je teSko spreciti
i kontrolisati. Vec¢ina dosada$njih istraZivanja navedenih karakteristika i dostupnih podataka o
HuNoV dobijeno je koris¢enjem njihovih surogata, pre svega zbog odsustva tradicionalnih metoda
gajenja u kulturi tkiva ili na Zivotinjama. Maciji kalicivirus (FCV) je najces¢e korisc¢en za studije a
odabran je zbog genetiCke sli¢nosti sa HuNoV. Misiji norovirus (MNV) je prvi norovirus koji je
gajen u kulturi tkiva, sli¢nih genetickih i strukturnih karakteristika sa HuNoV. Nedavno izolovani
kalicivirus iz fecesa majmuna (Macaca mulatta) je Tulune virus (TV), predstavlja novi rod
Recovirus koji ne pripada rodu Norovirus, ali je geneticki vrlo slican HuNoV (Hirneisen and Kniel,
2013).

Jedan od vaznih faktora koji doprinosi Cestim epidemijama Sirom sveta je sposobnost HuNoV da
ostanu infektivni duzi vremenski period pod razlicitim uslovima u spoljasnjoj sredini (Bosch et al.,
2018, Rajiuddin et al., 2020). Sa aspekta bezbednosti hrane, odrzivost i o¢uvanje infektivnosti
virusa tokom duzeg vremenskog perioda na temperaturama frizidera i zamrzivaca je veoma
nepovoljna (Tabela 1). Eksperimentalno je ustanovljeno da je infektivnost HuNoV bolje o¢uvana
na 4°C, nego na sobnoj temperaturi (Cannon et al., 2006), dok je veStackom kontaminacijom malina
i jagoda ustanovljena njihova infektivnost nakon 7 dana na 4 - 10°C, a do 3 dana na 21°C
(Verhaelen i sar. 2012). Perzistentnost na niskim temperaturama koje se koriste za Cuvanje i
skladiStenje zamrznutog jagodastog voca i Skoljki, potvrdena je na temperaturama -20°C i -80°C do
nekoliko dana (Richards et al., 2012, Gibson i Schwab, 2011; DiCaprio et al., 2015a). Sli¢na
ispitivanja perzistetnosti HAV na povrSinama mladog luka u temperaturnom intervalu 3-24°C
detektovana je na nizim temperaturama i posle 29 dana (Choi i Kingsley, 2016) dok je
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perzistentnost na svezem povréu HuNoV na 4°C i 22°C oko dve nedelje (Escudero et al., 2012).
Perzistetnost virusa testirana je na povrSinama paprike, Sargarepe i zelene salate. lako nije moguce
direktno poredenje zbog razli¢itih eksperimentalnih uslova, faktora sredine i virusa uocava se
sli¢nost u detekciji nakon odredenog perioda (Yang et al., 2018).

U razli¢itoj ohladenoj hrani (piletina i zelena salata) HuNoV mogu da prezive do 21 dan.
Uporedujudi razlic¢ite matrikse hrane, bolja perzistetnost je dobijena u mesu Sto se objasnjava
prirodom povrsine i protektivnim efektom proteina i masti (Mattison et al., 2007; Lamhoujeb et al.,
2008; Higginbotham et al., 2014). U skoljkama HuNoV su detektovani nakon 6 nedelja na
temperaturi do 15°C, a 4 nedelje na 25°C (Choi and Kingsley, 2016).

Odrzivost HuNoV na povrSinama koje dolaze u kontakt sa hranom zavisi od razli¢itih faktora, kao
Sto su vrsta materijala (nerdajuci Celik, plastika, aluminijum i dr.), temperatura i relativna vlaznost
(RV) (D’Souza and Joshi, 2016). Visoka RV pospesuje perzistetnost enteri¢nih virusa, ukljucujuci
HuNoV i bolja je u odnosu na surogate (Colas De La Noue et al., 2014). U zavisnosti od spoljasnjih
faktora perzistetnost HuNoV na nerdaju¢em celiku moze biti do 49 dana, a na plastici 56 dana
(Cannon et al., 2006; Yeargin et al., 2015; Knight et al., 2016). Na istom tipu povrSina u
temperaturnom intervalu 4-23°C perzistetnost HAV je iznosila 16 dana (Trudel-Ferland, 2021). Na
sobnoj temperaturi broj Cestica HuNoV se smanjio u toku 21 - 28 dana za 1,5 - 2,9 logio u odnosu
na pocetni broj (Liu et al., 2009).

Interakcije koje se ostvaruju izmedu virusa i povrS§ina mogu biti specificne, i mogu da se ostvare
receptorima ili nespecificnim, elektrostatickim i hidrofobnim vezama (Deng and Gibson, 2017).
Uoceno je da hidrofobnost materijala (nerdajuci celik, plastika, jagode, zelena salata) utice na
uspostavljanje interakcija. [zmedu nerdajuceg celika i virusa uspostavljaju se Van der Valsove sile
koje u vodi, rastvoru soli i porastom temperature slabe. Uticaj vode nakon ispiranja, kao i
temperatura znacajno slabe veze izmedu povrSina i virusa. Adhezija na polietilen i zelenu salatu
uslovljena je Luisovim (kiselo-baznim) hidrofobnim interakcijama. OgraniCenja ispitivanja
interakcija virusa i povrsine jagoda su uslovljena oblikom, neravnim pov§inama i samim matriksom
hrane (Samandoulgou et al., 2015a; 2021b).

Iako nije u potpunosti razjaSnjen nacin vezivanja virusa za povrsine, analizom protektivnog efekta
lisnatog povrca, posebno naborane strukture lista zelene salate, utvrdeno je da stiti virus prilikom
pranja i termi¢kog tretmana. Starije lisnato povrée ima bolji protektivni efekat u odnosu na mlade
listove zbog kompleksnih ugljenih hidrata i sastava lista (Esseili et al., 2012). Utvrdeno je da VLP
GIIL.4 specifi¢no prepoznaju i vezuju se za 1,2-o-fruktozni deo ugljenih hidrata slicnih HBGA, koji
su identifikovani u hemicelulozi ¢eliijskog zida zelene salate (Gao et al., 2016). Smatra se da ova
veza pospesuje vezivanje virusa za listove.

Ispitivanjem perzistentnosti HuNoV u otpadnoj vodi i vodi za pice, utvrdena je veca stabilnost u
¢istoj vodi i1 do nekoliko meseci (Seitz et al., 2011). Niska temperatura ima uticaj na bolju odrzivost
u vodi, pa se virusi mogu detektovati i nakon 140 dana (Kauppinen et al, 2017). Na perzistentnost
virusa moze da utice sastav suspenzije u kojoj se nalazi, mada prilikom poredenja fosfatnog pufera i
simulirane gastrointestinalne te¢nosti u periodu od 42 dana nije bilo statisticki znacajne razlike
(Tung-Thompson et al., 2014; Liu et al. 2012). Druga istraZivanja daju prednost simuliranoj
gastrointestinalnoj tecnosti gde su Cestice virusa ispoljile bolju stabilnost, u odnosu na fosfatni
pufer, jer su po proceni autora bile zasticene molekulima razli¢itih jedinjenja (Djebbi-Simmons et
al., 2020).

Novija istrazivanja se zasnivaju na testiranju perzistentnosti VLPs Cestica i kapsida norovirusa u
simuliranim gastrointestinalnim uslovima. Niska pH vrednost i enzimi (pepsin, tripsin i himotripsin)
nisu izazvali oSte¢enja kapsida. Uticaj enzima u simuliranim gastrointestinalnim tecnostima i niska
pH vrednosti pracena je degradacijom VLPs cCestica (Chassaing et al., 2020). Dostupni podaci
ukazuju da je HuNoV stabilniji u odnosu na patogene bakterije koje se mogu naci u hrani ili na
povrsinama koje dolaze u kontakt sa hranom. Metode koje se razvijaju u cilju sprecavanja Cestih
kontaminacije hrane, povrSina, a time i epidemija potrebno je modifikovati prema virusnim
agensima.
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U veéem broju razli¢itih istrazivanja i testiranja rezistetnosti utvrdena su neslaganja surogata u
odnosu na HuNoV. Rezistentnost surogata testirana je na UV zracenje, dezinfekciona sredstva,
Sirok opseg temperature i pH vrednosti. Testiranja su vrSena u cilju definisanja efikasnih mera
dezinfekcije povrsina, hrane i licne higijene, odnosno sprecavanja pojave epidemija ili smanjenja
broja sporadi¢nih slucaja. RazliCite studije su pokazale da je FCV soj F9 nestabilniji u odnosu na
HuNoV prilikom testiranja na niskoj pH vrednost ili pri razli¢itim koncentracijama hlora (Cromeans
et al., 2014). Blago kiseli uslovi (pH 4) i neutralni (pH 7) nisu pokazali redukcioni potencijal za
MNV (Seo et al., 2012). Americka agencija za zastitu zivotne sredine (Environmental Protection
Agency, EPA) odobrila je FCV za testiranje efiksanosti virucidnih sredstava (Jimenez and Chiang,
2006; U.S. Environmental Protection Agency, 2009; Whitehead and McCue, 2010).

Tabela 1. Pregled perzistetnosti humanog norovirusa i njegovih surogata dobijenih
testiranjem u razli¢itim uslovima.

. Koncentrac Matriks . Temperatura Rel'c}tlvna Perzistetnost
Virus iia inokuluma PovrSina C) vlaznost (dan)
! - (RV, %)
FoveowoeRu R e (D'Souza e
ouza e
+00 _QR0,
HuNoV Gl 10%per-uc  Suspenzija  Nerdajuci 22£2°C 75-88% 7 dana al., 2009)
fecesa &elik
7 dana,
redukcija > 1
logio;
7 dana,
FCV Stad o dukcija 2,5
5x10° SZ:;;CZIE; Nerdajuéi 4°C 54% e locgjf: (Cannon et
PR H 0 _ 0,
MuNoV PFU fecesa Celik 22°C 75- 88% 7 dana, al., 2006)
redukeija 1,5
logio;
5 dana
40 dana,
20°C -20°C, 4°C
o redukcija 5,5
MuNoV jobppy  Kultura - Pelena od +C logoPFU, (el
celije gaze 18°C o o al., 2008)
3000 18°C, 30°C <
2 logio PFU
86 % 49 dana;
102 S . Nerdajuci 7°C 86% 28 dana, .
HuNovGr  NASBA - PREECM Celik 20°C 30% 7 dana (Lamhouje
partikule Plastika 7°C 86% 56 dana; betal,
particle (PVC) 20°C 86% 28 dana, 2009)
30% 7 dana
40 dana,
Keramika 0,4 -1,2 logio
HuNoV Gl 107-10°  Suspenzija (ﬁiﬁ‘;?f; RV 7r§§3§;26 (Liuetal.,
HuNoV GII GE fecesa Nerdajuci 1,5-2,9 lo:glo 2009)
Celik RNK
redukcije
10°-10° filtura Nerdajuci (Fallahi et
MuNoV PFU Celije celik 42dana, o) o1
Laminat RV 42, (Escudero
HuNoV GI 104 per-cu Suspenzija  (Formica) 1,5-2,3 logio  etal., 2012)
fecesa Nerdajuci
Celik

Pregledom literature uocavaju se znacajne razlike izmedu ispitivanih surogata. Bolju rezistentnost
prema niskoj pH ispoljio je MNV a vecu osetljivost prema alkoholu u odnosu na FCV (D’Souza
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odnosu na 90% (Park et al., 2010). Dezinfekciona sredstva na bazi hlora (1000 ppm) i njegovih
jedinjenja efikasna su za redukciju FCV vise od 5 logio GE, dok je manja redukcija postignuta za
MNV i TV. Veca osetljivost FCV zabeleZena je na povrSinama od nerdajuceg celika i plastike
nakon tretmana sa dezinfekcionim sredstvima u odnosu na MNV. Izvedeni eksperimenati i
preporuke za dezinfekciju povrsSina koje dolaze u kontakt sa hranom ukazuju da koncentracija od
200 ppm hlora ne bi bila efikasna prema HuNoV (Predmore and Li, 2011; Zonta et al., 2015).
Degradacija HuNoV VLP c¢estica nije postignuta tretmanom sa 200 ppm hipohlorita u trajanju od 30
160 s, vec¢ je redukcija ostvarena tretmanima sa 500 1 1000 ppm posle 60 i 180 s (Sato et al., 2016).
Prema preporuci CDC i SZO koncentracija 1000-5000 ppm natrijum hipohlorita (NaOCI) dovoljna
je da inaktivira HuNoV nakon epidemije (Zonta et al., 2015). Medutim, dezinfekciona sredstva na
bazi hlora gube svoju efikasnost u kontaktu sa pove¢anom koncentracijom organskih materija, $to
predstavlja problem prilikom dekontaminacije povrSina gde je doSlo do povracanja ili dijareje
(Chitnis et al., 2004). Novija ispitivanja dezinfekcionog sredstva na bazi vode i hlorne kiseline
(chlorous acid water, CA) u koncentraciji od 200 ppm moZe da inaktivira FCV > 4 logjo u prisustvu
proteina, dok je ista koncentracija u odsustvu organskih materija redukovala HuNoV GII.4 i GII.2
nakon 30 minuta > 3 logio (Goda et al., 2021).

Iako vecina testiranih dezinfekcionih sredstava redukuje surogate, HuNoV je Cesto rezistentan na
komercijalna dezinfekciona sredstva ili bar u koncentracijama u kojima se uobicajeno koriste za
eliminaciju bakterijskih patogena. Jedan od primera je etanol koncentracije 70% 1 90% koji nema
redukcionu mo¢ prema HuNoV (Kim et al., 2011). Efikasno dezinfekciono sredstvo je natrijum
hipohlorit koji u visokim koncentracijama uspesno redukuje HuNoV. Rezistetnost HuNoV na
rezidualni hlor dobijena je pri koncentraciji 0,5-1 mg/mL (Park i Sobsey, 2011, Akasaka et al.,
2016). Dezinfekciono sredstvo na bazi natrijum hipohlorita i vodonik-peroksida registrovano je kao
efikasno protiv . HuNoV (EPA, 2009). Surogati HuNoV su, takode inaktivirani visokom
koncentracijom natrijum-hipohlorita (5000 ppm) na poroznim i neporoznim povrsinama, dok MNV
pokazao rezistetanost na vodonik-peroksid (2656 ppm). lako su surfaktanti smatraju se neefikasnim
prema virusima bez ovojnice, mada mogu izazvati oSteCenja kapsida (Yeargin et al., 2015).
Generalno, virusi bez ovojnice su rezistentniji prema mnogim ispitivanim sredstvima u odnosu na
viruse koji imaju ovojnicu u svom sastavu. Dezinficijens na bazi vodonik-peroksida redukovao je
reoviruse 1 u visokim koncentracijama uspes$no redukovao FCV. Na dekontaminaciju povrSina
znacajno uticu karakteristike dezinficijenasa i kontaktno vreme (Li et al., 2011).

Dezinfekciono sredstvo za ruke na bazi alkohola, 2% limunske kiseline i uree, pokazalo se
efikasano prema MNYV, adenovirusu i poliomavirusu (Ionidis et al., 2016). Prema Evropskim
standardima virucidno sredstvo za ruke smatra se efikasnim ukoliko postigne redukciju za 4 logio u
odnosu na pocetni broj Cestica (EN 14476:2013/A1:2015; Tuladhar et al., 2015).

Jedna od novijih metoda dekontaminacije je kombinovanje pare 1 ultrazvuka (engl.
steamultrasound) koje se pokazalo kao efikasno prema MNV kao kontaminentu povrsina (plastika i
nerdaju¢i Celik) i malina (Rajiuddin et al., 2020). Takode, netermicka tehnika visoki hidrostaticki
pritisak (High hydrostatic pressure, HHP), koja se primenjuje za zaStitu prehrambenih proizvoda
kao Sto su dzemovi, gotova jela od mesa, sokovi i dr., omogucila je inaktivaciju HuNoV GI i GII,
kao i njegovih surogata. Prilikom inaktivacije HuNoV GI i GII ovom tehnikom znacajan uticaj ima
primenjena temperatura. Pri 21-35°C virusi su pokazali rezistentnost, dok je znaCajna redukcija
dobijena na nizim temperaturama 1-4°C. Sli¢ni rezultati su zabeleZeni i prilikom testiranja dejstva
HHP na redukciju MNV na povrsini zelenog luka, kada je prisustvo vode na 4°C poboljsalo
inaktivaciju, dok na 20°C nije bilo efekta. Ovim se potvrdio znacaj temperature pri izvodenju HHP
tehnike, koja je obezbedila redukciju MNV > 3 logio na 1°C (Sido et al., 2017). Drugi vazan faktor
koji moze imati uticaja na primenu HHP jeste pH sredine, jer su virusi pokazali vecu rezistetnost u
kiseloj (pH 4) nego u neutralnoj sredini. Razvijanje novih tehnika dekontaminacije HuNoV sa
povrsina koje nisu Stetne po zdravlje ljudi, pokazale su se kao efikasne, ali nisu u velikoj meri
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zastupljene u prehrambenoj industriji, ili nisu jos uvek odobrene za Siru upotrebu (Sido et al., 2017;
Rajiuddin et al., 2020).

2.1.6. Putevi prenosa

Infekcije humanim norovirusima se mogu prosiriti oralno-fekalnim putem, direktnim kontaktom sa
inficiranom osobom ili indirektno preko kontaminirane hrane i vode, povrSina, ruku, unakrsnom
kontaminacijom 1 aerosolom tokom povra¢anja. U ustanovama zatvorenog tipa, kao $to su domovi
za negu starih lica, bolnice, vojni objekti i veliki turisticki brodovi kruzeri, kontaminirane povrsine
predstavlju znacajan izvor HuNoV $to posledicno moZe uzrokovati pojavu epidemija. PovrSine se
mogu direktno kontaminirati preko ruku, aerosolom prilikom povréanja ili dijareje inficirane osobe,
nakon ¢ega postaju sekundarni izvor infekcije norovirusa. Preko kontaminiranih povrS§ina HuNoV
se mogu preneti na Ciste ruke, nakon toga na brave, telefon i druge predmete koji Cesto dolaze u
kontakt sa ljudima. Generalno, unakrsna kontamicija povrSina i hrane predstavlja ozbiljan problem
kao izvor pojedinacnih slucaja infekcije ili epidemija izazvanih HuNoV i drugim patogenima
(Assab and Temime, 2016).

Cestice HuNoV se mogu preneti preko vazduha, prilikom projektilnog povraéanja u toku bolesti,
predstavlja i jedan od karakteristicnih simptoma. Hrana moze da se kontaminira fekalno-oralnim
putem, a jedan od vaznih prenosioca i visok rizik predstavljaju ruke radnika koji rukuju hranom
(Hardstaff et al., 2018; Watson i Gong, 2018), kao i povrsine koje dolaze u kontakt sa hranom.
Surogati MNV kao i bakteriofagi MS2, ali i drugi brojni virusi mogu se preneti sa stakla, poliestra,
pamuka i drugih materijala u znacajnoj koncentraciji na hranu (Lopez et al., 2015). Bez svake
sumnje od esencijalnog znacaja je odrzavanje adekvatne li¢ne higijene, posebno nakon upotrebe
toaleta. Prilikom poredenja stepena kontaminacije sa rukavica i prenoSenja na zelenu salatu i
jagodasto voce, utvrdeno je da se od ukupne koncentracije, veéi deo prenosi na povrsine (Verhaelen
et al., 2013). Jos§ jednom, znacajano je istaknuti da je jedan od puteva prenosa HuNoV unakrsna
kontaminacija (Slika 7) preko povrSina za pripremu hrane, daske za seCenje, nozeva, rukavica,
odece ili putem direktnog kontakta inficirane osobe sa hranom (Karst, 2010).

Kategorija hrane koja se podrazumeva pod terminom hrana spremna za konzumiranje, kao i
ketering, hrana pripremljena za Svedski sto, Skoljke (dagnje), jagodasto voce (kupine, maline,
jagode) i sveze povrce (najcesce lisnato) moZze se kontaminirati lako u bilo kom koraku primarne
proizvodnje, prerade, distribucije i uopSte manipulacije (Radin, 2012). Navedene kategorije se
smatraju kao hrana visokog rizika, jer se u najveéem broju slucajeva konzumiraju sveze, bez
ikakvog termickog ili nekog drugog tretmana, ili tretirana kratkim termickim tretmanom.

Najces¢e kontaminirano sveze povrée sa HuNoV je zelena salata, mladi luk ili meSana salata
(Herman et al., 2015). Procenjuje se da je lisnato povrée kontaminirano sa oko 55% norovirusa,
15% sa Shiga toksin produkuju¢om Esherichia coli (STEC) i 11% sa bakterijom Salmonella.
Smatra se da se ¢ak do 85% kontaminacija povréa desava prilikom njihove pripreme u restoranima
ili ugostiteljskim objektima. Kao $to je ve¢ istaknuto, osoblje koje rukuje hranom predstavlja
osnovni vektor prenosa ili izvor kontaminacije. Prevencija kontaminacije svezeg povréa mora da se
sprovodi od polja (sistema za navodnjavanje) do pripreme i seviranja.

Jagodasto voce, kao Sto su maline i borovnice, zbog prirode samog ploda i osetljive manipulacije
najc¢esce su kontaminirani HuNoV (Hall et al., 2014; Miiller et al., 2014; Ayukekbong et al., 2015).
Zbog kratkog roka trajanja ova kategorija voca se u najvec¢em broju slucajeva i velikim koli¢inama
zamrzava. Do kontaminacije HuNoV moze do¢i prilikom berbe, neposredno pre zamrzavanja i
nakon odmrzavanja. Prevencija kontaminacije jagodastog voca je od posebnog ekonomskog znacaja
zbog velikog udela ove kategorije zamrznutih proizvoda u izvozu.

Infekcije HuNoV mogu se javiti u svim starosnim kategorijama, a simptomi se razlikuju u
zavisnosti od populacije, starosti, imunoloskog statusa. Postoje razlike u epidemiologiji genotipova
HuNoV S§to se moze objasniti posledicom evolucije i prilagodavanja domacinu (de Graaf et al.,
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2016). Dijagnoza o infekciji HuNoV vrSena je na osnovu klinicke slike i predhodne analize na
patogene bakterije, trajanja bolesti (dominatni simptomi dijareja i povracanje).

® Putem hrane

» Sa osobe-na osobu
Putem vode

w Nepoznato

Restorani
Skole
Staracki domovi

Turisticki brodovi
Nepoznato

Slika 7. Putevi prenosa humanog norovirusa (Karst, 2010, http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/revb/gastro/norovirus-factsheet.htm)

Za klini¢ku detekciju uglavnom se koriste imunoloski testovi (kao Sto su ELISA i1 imunoelektronska
mikroskopija) koriS¢enjem antitela protiv poznatih genotipova HuNoV. Metod koji je dostupan u
svim laboratorijama ili bolnicama je ELISA test koji se koristi za dijagnostiku virusnih antigena, ali
jedan od ozbiljnih nedestataka je ograni¢ena osetljivost detekcije, i dodatno efikasnost ovog testa
iznosi 55%. Ranije se, tradicionalno, za dijagnostiku koristila imunoelektronska mikroskopija koja
zahteva visok broj virusa u gramu fecesa (oko 10%) (Atmar et al., 2008; Allen et al., 2016). Ove
metode su pogodne za klinicke uzorke kod kojih je titar virusa visok, ali nisu prikladne za
otkrivanje niskog broja virusa koji se obi¢no nalazi u uzorcima hrane.

Izazovi povezani sa otkrivanjem malog broja HuNoV-a i drugih virusa u hrani ukljucuju
koncentraciju uzorka, preciS¢avanje uzorka i ekstrakciju nukleinske kiseline uz istovremeno
uklanjanje inhibitora koji mogu negativno uticati na dalju detekciju. Savremena, brza i osetljiva
metoda koja se naziva i ,,zlatni standard* jer moze detektovati RNK virus u niskoj koncentraciji,
jeste lancana reakcija polimeraze kojoj predhodi reverzna transkripcija (Reverse transcription
polymerase chain reaction, RT-PCR) (D’Souza i Joshi, 2016). Savremeni trenutak, pojava i trajanje
pandemije Covid-19, imao je doprinos u usavrSavanju ove metode, pre svega postala je dostupna u
mnogim laboratorijama i bolnicama. U epidemioloskim istrazivanjima znacajno je odredivanje
genogrupa i genotipova, kao i dobijanje brzih podataka o izvoru kontaminacije (Tahamtan i
Ardebili, 2020).

Metode zasnovane na izotermnoj amplifikacija amplifikaciji nukleinske kiseline predstavljaju nov
pristup za brzu detekciju virusa u hrani, pri ¢emu se eliminiSe potreba za skupom opremom koja se
koristi za PCR. Medutim, smatra se da je, trenutno, tehnologija sekvenciranja nove generacije (eng.
next generation sequencing) i sekvenciranja celog genoma (eng. whole genome sequencing)
najkorisnija molekularna metoda koja omogucava prikupljanje informacija o patogenu na nivou
nukleinske kiseline i da ¢e biti osnov za epidemioloska istrazivanja alimentarnih epidemija.
Epidemioloski podaci koji povezuju infekcije sa specificnim uzorcima hrane, kljuéni su za
suzbijanje i leCenje oboljenja koja se prenose hranom.

2.1.7. Epidemioloski podaci i klinicka slika norovirusne infekcije

Prema zvani¢nim podacima CDC, izmedu 65-85% slucajeva gastroenteritisa izazvano je HuNoV na
teritoriji SAD, Evrope i Japana. Najnoviji podaci ukazuju da je najmanji broj prijavljenih slucaja
HuNoV u periodu 2020-2021 (Bartsch et al., 2020; CDC, 2021), Sto se pripisuje pandemiji
koronavirusom (Slika 8). Na osnovu dostupnih podataka moze se zakljuciti da se u regionima sa
umereno-kontinentalnom klimom pojedinacni slucajevi i epidemije javljaju pretezno u zimskim
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mesecima, S§to se moZe objasniti bliskim kontaktima medu osobama u zatvorenim prostorima,
izrazenom kontaminacijom kontaktnih povrsina ili hrane. U SAD, uzro¢nici oko 50% alimentarnih
epidemije su HuNoV. Najvise HuNoV epidemija povezano je sa restoranima i osobama koje rukuju
hranom (Hall et al., 2013;Ahmed et al., 2014).

Broj epidemija

012-2019 - - 2019-20 2020-21

.

Slika 8. Period pojave norovirusnih epidemija od 2012-2021 (CDC, 2021).

HuNoV su odgovorni za epidemije koje se javljaju i u drugim okruzenjima, kao $to su domovi za
negu starih lica, a na brodovima kruzerima (recnim i prekookeanskim) izazivaju i do 90%
oboljenja, zbog Cega je nazvan ,,virusom krstarenja“ (Lee et al., 2010; Allen et al., 2016).

Potrebno je jos jednom da se skrene paznja na Cinjenicu da do kontaminacije hrane moze doci u bilo
kojoj fazi proizvodnje od gajenja, dubrenja, zalivanja, berbe, finalne obrade do serviranja. Dodatni
momenat koji treba istaci je savremeno globalno snabdevanje hranom. U tom smislu, jedna od
velikih epidemija, koja svakako zasluzuje paznju da se detaljnije pomene, izazvana je zamrznutim
jagodama kontaminiranim HuNoV (uvoz iz Kine) kada je registrovano oko 11000 obolelih
(dominantno Skolska deca) od norovirusnog gastroenteritisa (Nemacka, 2012) (Méde et al., 2013).
Slicno, moze se pomenuti slucaj epidemije norovirusnog gastroenteritisa u Severnoj Italiji i
Nemackoj, izazvane kontaminiranim zamrznutim jagodastim vo¢em (meSavine malina, kupina i
jagoda) uvoz iz Kanade, Bugarske, Srbije i Poljske (Bozkurt et al., 2020).

Do sada, infekcije ljudi zivotinjskim norovirusima nisu prijavljene. Medutim, neka istrazivanja su
ukazala na mogucu transmisiju norovirusa medu razli¢itim vrstama domacina §to je dovelo do
njihovog otkrica u fecesu goveda, svinja i pasa (de Graaf et al., 2016).

Veliki napredak u pracenju epidemioloskih podataka omogucilo je formiranje neformalne
medunarodne mreze (NoroNet) 2002. godine, koja predstavlja platformu za razmenu podataka o
epidemija norovirusa, njihovoj genetickoj raznovrsnosti, primenjenim molekularnim metoda itd.
NoroNet je obezbedio sekvence kojima norovirus moze da se identifikuje do nivoa genogrupe i
genotipa, S§to ovu bazu ¢ini brzom i pouzdanom. Generalno, HuNoV GIl.4 genotip godinama
dominira Sirom sveta i odgovoran je za oko 70% epidemija akutnog gastroenteritisa kod ljudi svih
starosnih kategorija (Motoya et al., 2017; Siqueira et al., 2017; Sato et al., 2017). Analizom
norovirusnih sekvenci u periodu od 2005-2016, analizirano je 16 635 sekvenci koje su izazvale
epidemije u 19 zemalja sa dominantnim uzro¢nikom GII.4, a u periodu 2015-16 u porastu je
uzro¢nik GII.P17 i GII.17 (Slika 9) (Hall et al., 2011; van Beek et al., 2018; Burke et al., 2018).
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Slika 9. Broj prijavljenih sekvenci prema genogrupi, genotipu i godini (van Beek et al., 2018).

Klinicka slika norovirusnog gastroenteritisa se manifestuje ucestalom vodenastom dijarejom,
povra¢anjem, ponekad pracenim poviSenom temperaturom, usled dehidratacije. Norovirusom se
mogu inficirati sve kategorije ljudi, a najosetljivije grupe su deca mlada od 5 godina,
imunokompromitovani i starije osobe. Tok infekcije je brz, traje 24 do 48 sati, sa razvojem
simptoma od 12 do maksimalnih 72 sata. Bolest obi¢no spontano prestaje i ne ostavlja znacajnije
posledice. Oboljenje najcesce traje 2-3 dana. Najcesée komplikacije se javljaju usled dehidratacije,
bubrezne insuficijencije, intravaskularne koagulacije i hroni¢ne dijareje koja moZe trajati i nekoliko
meseci. Smrtni slucajevi zabeleZeni su uglavnom medu osobama starijim od 65 godina. Iako bolest
traje samo par dana, izbacivanje virusa se moZe nastaviti i do 60 dana nakon prestanka simptoma.
Procenjuje se da svaka osoba u svom Zivotu prosecno oboli bar pet puta od norovirusa (Glass et al.,
2009; Richardson et al., 2013; Burke et al., 2018; Bartsch et al., 2020). Takode, pretpostavlja se da
oko 20-30% ljudi ima asimptomatsku infekciju HuNoV (Qi et al., 2015). Podaci dostupni u
literaturi ukazuju da imunitet nakon infekcije traje od nekoliko nedelja do dve godine. Rezultati
studija koje su ukljucivale ljude pokazuju da imunitet moze trajati do nekoliko godina protiv istog
soja (Simmons et al., 2013).

Jedna od najvaznijih prepreka u razvoju vakcine je da do skoro HuNoV nije mogao da se gaji u
kulturi ¢elija domacina. Prve pripremljene vakcine, zasnivaju se na VLP genotipa GI.1 ili u sluc¢aju
bivalentne vakcine, sadrze dodatno pored navedenog VLP genotipa GII.4. Klinicka ispitivanja na
zdravim volonterima pokazala su pojavu indikacije imunoloskog odgovora (stvaranje antitela) bez
obzira na nain davanja vakcine (oralno, intramuskularno, intranazalno). Nakon vakcinacije
sproveden je kontakt sa GII.4, ali bolest i njena ucestalost nije izostala, ali je smanjena incidenca i
ozbiljnost povracanja i dijareje. Zbog velike geneticke raznovrsnosti HuNoV smatra se da ce
vakcina morati da se adaptira svake 2-3 godine, sli¢no vakcinama protiv gripa (Kocher and Yuan,
2015; Baehner et al., 2016; de Graaf et al., 2016; Cates et al., 2020).

2.2. Nar (Punica granatum L.)
2.2.1. Potencijal ploda nara (Punica granatum L.)

Nar (Punica granatum L.) je drevna drvenasta listopadana biljka iz familije Lythraceae (Graham et
al., 2005). Medutim, ¢esto se klasifikuje u sopstvenu porodicu Punicaceae, rod Punica sa jo$
jednom vrstom istog roda Punica protopunica (Zukovskij, 1950; Levin, 2006; Holland et al., 2009).
Plod P. protopunica je roze boje i veci, dok je plod P. granatum crveni, manji i manje sladi. Vrsta
P. granatum obuhvata vise od 1000 sorti (Mars, 2000). Latinsko ime roda Punica poti¢e od porekla
najboljih plodova u podrucju Punije (Kartagina, danasnji Tunis), a ime vrste granatum ukazuje na
karakteristiku ploda, odnosno zrna (Khadivi et al., 2018).

Nar su gajile mnoge kulture hiljadama godina, zbog ¢ega se tacno poreklo ne moze odrediti (Stover,
2007), ali se smatra da nar potice sa Bliskog istoka (Levin, 2006). Tradicionalno i u literaturi naziva
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se razli¢itim imenima: Sipak, mogranj, granat, kalinka, zrnasta jabuka. Izgled nara je specifican sa
prepoznatljivom ,.krunom® na vrhu ploda (Slika 10). Koloracija kore u zavisnosti od vrste moze da
bude jarko crvene do sivkasto-crvene boje. Pitomi nar je veli¢ine vece jabuke, so¢niji i sladi u
odnosu na divlji (Holland et al., 2009). Stabiljka nara raste do 5 m, pod odredenim uslovima moze
da naraste i do 7 m kao grm ili niza biljka (Levin, 2006). Mlade grane iz vegetativnog rasta su tanke
i mnogobrojne tamno zelene, kako biljka sazreva tako boja postaje svetlija (Goor i Liberman 1956).
Specifi¢nost stabiljke nara koja je dobijena iz semena, u odnosu na druge biljke pripadnika
Rosaceae je da ve¢ od druge godine rasta mogu da daju plodove, dok veéina sadnica cveta, a
plodove daju tre¢e godine. Optimalni klimatski uslovi za uzgoj nara su velika izlozenost suncevoj
svetlosti 1 zime sa temperaturom ne nizom od 12°C (Terakami et al. 2007). Sorte nara se klasifikuju
prema procentu Secera i kiselina: slatki, slatko-kiseli 1 kiseli. Divlji nar je sitniji i po ukusu kiseliji.
Plod se koristi kao svez ili preraden (sok, dzem, Zele, boja i aroma za hranu). Medutim, loSe
rukovanje narom posle branja i tokom obrade Cesto rezultira smanjenim kvalitetom ploda, gubitak
mase, boje i ukusa (Fischer et al., 2011; Fawole i Opara, 2013).

Slika 10. Izgled razli¢itih sorti nara (Evropski nar-levo i Barski slatki nar-desno) https://www.alternativhamedicina.rs/nar/

Nar se uzgaja Sirom sveta i zemlje koje ga najviSe proizvode su: Indija, Iran, Tunis, Turska, Kina,
Izrael, Spanija, Egipat, Brazil i mnoge druge. Uspesno se uzgajai na podrudju Mediterana i smatra
se da je najbolji nar sa podru¢ja Bara. U svetu proizvodnja nara 2014. iznosila je oko 3 miliona
tona, a 2017. je porasla na 3,8 miliona tona (Slika 11). Vodeéa zemlja u proizvodnji je Iran, a slede
Indija, Kina, Turska i SAD (Kahramanoglu, 2019). Tac¢ni statisticki podaci za ukupnu globalnu
proizvodnju nara nisu dostupni jer Organizacija za hranu i poljoprivredu (Food and Agriculture
Organization, FAO) trenutno u svojoj bazi ne vodi evidenciju o proizvodnji nara ni za jednu zemlju.
Prema zvani¢nom izvesStaju za izvoz/uvoz svezeg voca i povréa u Evropi 2019/20, nar kao svez
proizvod nije obuhvacen statistikom Evropskih zemalja (European Statistics Handbook-Fruit
Logistica 2020). Globalno trziste nara i njegovih nejestivih frakcija procenjeno je na 8,2 milijarde
dolara 1 smatra se da ¢e dosti¢i 23,14 milijardi do 2026. Nezvani¢ni podaci globalne proizvodnje
nara ukazaju da je proizvodnja iznosila 236,8 miliona dolara za 2020 godinu. Kina je trenutno
najvece trziSte potrosnje nara tokom godine. Povecana je potraznja za proizvodima u obliku
ekstrakta, soka, funkcionalnog pica, suplemenata, kozmetickih preparata Sto predstavlja jedan od
glavnih faktora koji pokre¢u razvoj globalnog trzista nara. Svaki deo biljke, koren, kora, drvo, klica,
cvet, liS¢e, plod i seme ima ekonomsku vrednost koji sa godinama dobija sve vecu cenu na trzistu
(Global Pomegranate Sales Market Report, 2020; CBI, 2020).
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Slika 11. a) Globalna proizvodnja nara 2012-2019 (Pienaar et al., 2021), b) Porast vrednosti uvoza nara 20122019 (ITC, 2020)

Plod nara se sastoji od jestivih i nejestivih delova. Svi delovi osim crvenog mezokarpa oko semena
su nejestivi 1 smatraju se otpadom. Jestivi deo biljke Cini oko 48-52%, od toga 78% soka i 22%
semenki (Mphahlele et al., 2016). U zavisnosti od sorte nara, kora ¢ini oko 26-67% mase ploda (Al-
Said et al., 2009; Zarei et al., 2010). Plod moze da sadrzi 120 fitohemijskih jedinjenja koja imaju
antiinflamatorni, antioksidativni, pozitivan uticaj na ja¢anje imuniteta i druge benefite. Medu
najznacajnijim fitohemijskim jedinjenjima izdvajaju se polifenolne komponente, punikalagin,
elagna kiselina, derivati antocijana (delfidin, cijanidin, pelargonidin 3-glikosid 3,5 diglikosid)
(Ismail et al., 2012). Zdravstvene, funkcionalne i druge prednosti ploda nisu ograni¢ene samo na
jestive delove nara. Nejestive frakcije nara (kora, seme, cvet, pupoljci, list) se smatraju nus
proizvodima i Cesto se odbacuju, tj. ne koriste se za dalju preradu u mnogim industrijama i u
svakodnevnoj ishrani (Sreekumar et al., 2014; Akhtar et al., 2015).

Komponente i proizvodi od nara imaju antioksidativni, antimikrobni, antikancerogeni i protiv
upalni efekat (Asgary etal., 2014; Orgil et al. 2014) Smatra se da je antioksidativni potencijal soka
,Hsuper voce, zahvaljuju¢i mnogim zdravstvenim prednostlma, ukljucujuéi visok nivo punicne
kiseline, vitamina C i antioksidanata (Danesi i Ferguson, 2017; Kojadinovic et al., 2017). Mnogi
potroSaci se okrecu zdravijem nacinu zivota, ukljucujuc¢i konzumiranje nara i njegovih proizvoda
$to je doprinelo skoku ekonomske vrednosti ploda (Slika 12).

Slika 12. Populami delovi nara koji se konzumiraju: a) plod b) ekstrakt c) seme d) kora (Ismail et al., 2012).
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2.2.2. Proizvodi od nara kao prirodni aditivi i funkcionalna hrana
Funkcionalna hrana od nara, pored svezeg ploda postala je popularna Sirom sveta. Proizvodi koji se

mogu nadi na trziStu su mati¢ni sok od nara (pomegranate juice, PJ), ekstrakti kore, lista, ulja
semena, dzemovi, razni kozmeticki proizvodi i suplementi (Slika 13).

Globalna proizvednja nara

Proizvodi za

Tradicionalno ulepavanje | negu

Komercijalni sok
koji nije od 100 %

¢ ajevii
suplementi

Slika 13. Globalana proizvodnja nara i vrste njegovih proizvoda u 2020. godine (https://east-fruit.com/en/news/is-pomegranate).

Povecanoj potraznji navedenih proizvoda idu u prilog istrazivanja koja potvrduju njihove
zdravstvene benefite. Maticni sok od nara je postao popularan Sirom sveta kao napitak koji
doprinosi boljem funkcionisanju organizma. Mati¢ni sok se deklariSe kao prirodan i sastoji se od
100% ploda sa minimalnim stepenom obrade, ¢ime predstavlja bogat izvor razli¢itih polifenolnih
jedinjenja. Maticni sok od nara pored prijatnog ukusa konzumira se kao dodatak ishrani u prevenciji
pojave anemije i predstavlja bogat izvor vitamina C. Redovnim konzumiranjem mati¢nog soka od
ploda nara potvrdena je bolja apsorpcija gvozda zbog fitohemijskih jedinjenja koja poboljSavaju
biorazgradivost. Tokom proizvodnje soka industrija odbacuje znacajne koli¢ine otpada u obliku
kore za koju je predlozeno da bude dodatak hrani za Zivotinje. Razlicita istrazivanja su ukazala na
moguénost primene kore nara. Derivati nara se koriste kao boje i pojaCivaci za hranu
(Balasubramani et al., 2020). Zahvaljuju¢i bogatom hemijskom sastavu kora ploda nara moze da se
koristi kao vredan sastojak hrane koji moze lako da zameni ili dopuni mikro i makronutrijente kao
$to su minerali, vitamini, B-karoteni, kompleksni polisaharidi, redukujuci Seceri i vlakna (Shabtay et
al., 2008; Viuda-Martos et al., 2011). Primena ekstrakta kore ploda nara (pomegranate peel extract,
PPE) testirana je u proizvodnji sladoleda, uocen je povecan antioksidativni kapacitet, poboljSane su
senzorne karakteristike, ukupan sadrzaj polifenola i nije imao negativan uticaj na rast probiotske
bakterije Lactobacillus casei. Dodatkom PPE ribljim konzervama povecava se njihova stabilnost,
odnosno sprecava oksidacija lipida (Viuda-Martos et al., 2011; Cam et al., 2013). Oksidacija je
proces koji se deSava prilikom proizvodnje i skladiStenja hrane bogate lipidima. Negativan uticaj
ovog procesa se odrazava na nutritivne i organolepticke karakteristike hrane. U prehrambenoj
industriji naj¢es¢e se dodaju neorganska jedinjenja u cilju sprecavanja oksidacije masti i ulja.
Medutim, brojne studije dovode u pitanje njihovu zdravstvenu bezbednost. Podaci ukazuju na
njihove negativne uticaje na zdravlje ljudi, zbog Cega je povecano interesovanje za prirodnim
antioksidantima, kao Sto su askorbinska kiselina i tokoferol. Nedavne studije ukazale su na
potencijal PPE kao efikasnog antioksidativnog sredstva. Dodatak PPE i PJ u proizvode od mesa
znacajno uti¢e na produzetak roka trajanja (Frost i Sullivan, 2013). Implementiranjem PPE u meso
Skampa produzen je rok trajanja, smanjena je oksidacija i inhibicija rasta Staphylococcus spp. (Paari
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et al., 2011). Antioksidativna aktivnost PPE potvrdena je nakon dodatka dealkoholizovanim
crvenim vinima (Tarrega et al., 2013; Wasila et al., 2013) i dZzemu (Ventura et al., 2013). Utvrdeno
je da se implementiranjem PPE u hranu poboljSavaju njene nutritivne, hemijske i mikrobioloske
karakteristike (Ismail et al., 2014; Ismail et al., 2019). Ekstrakt kore nara u suspenziji je perzistetniji
na uslove skladistenja, sterilizacije i hladenja Sto pospeSuje njegove karakteristike kao aditiva hrane
(Quetal., 2012; Ahmad et al., 2013).

Takode, i ekstrakt semena nara je pokazao znacajan efekat u prevenciji kardiovaskularnih,
inflamantornih i malignih oboljenja. Na osnovu farmakoloske aktivnosti i zdravstvenih prednosti
vecina proizvoda od nara je registrovana za upotrebu (Riddle i Walker, 2016). Pored ploda nara, u
lekovite delove se ubraja koren, cvet, kora ploda i drveta. U prehrambenoj industriji plod nara se
moze naci u razli¢itim oblicima i u sklopu drugih proizvoda. Plod nara se u tradicionalnoj medicini
koristi kao anhelmintik i antidijaroik. Kora ploda nara se u tradicionalnoj medicini primenjuje kod
bronhitisa, groznice, gastroinestinalnih poremecaja, infekcija respiratornog trakta, spolja kod
ozledene koze, athelmintik i dr. Eksperimentalna farmakologija ispituje njegovu antimikrobnu,
antiparazitarnu, antivirusnu, antiulcernu, imuno i antidijarejalnu aktivnost. Usitnjena kora nara se
primenjuje oralno u obliku dekokta ili ekstrakta i preporuc¢ene doze ne smeju prekoraciti. Nezeljeni
efekti usled visoke koncentarcije tanina su iritacija sluzokoze Zeluca. Tradicionalna primena kore
nara stabla i korena se bazira na dejstvu taninina i alkaloida zbog cega se koristi kao adstringens
kod bolova u grlu, protiv dijareje i dizenterije, bolesti izazvanih pantljiCarom i drugim crevnim
parazitima (anthelmintik). Ukoliko se prekoraci propisana doza i usled veéeg sadrzaja alkaloida
moze se javiti trovanje sa slede¢im simptomima: povracanje, kolaps, vrtoglavica, tremor, osSte¢enje
vida. Ukoliko se konzumira u visokim dozama dolazi do prestanka disanja i do smrti. U okviru
eksperimentalne farmakologije kora stabla i korena ispitivana ja na antimikrobnu, anthelminti¢nu,
antiuremicnu, kancerogenu, mutagenu aktivnost i aktivnost na fertilitet. U savremenoj medicini nar
i njegovi delovi nisu registrovani kao lekovi, ali se mogu kupiti u apoteci kao suplementi ili u
obliku nekih drugih proizvoda (Thomson and Montvale,. 2004; WHO, 2009)

2.2.3. Hemijski sastav nara

Biljka nar (Punica granatum L.) je detaljno opisana u monografijama Physicians' Desk Reference®

(PDR) for Herbal Medicines (2004) i WHO Monographs on Selected Plants (2009). Prema
navedenim monografijama zbog razli¢itih bioloski aktivnih jedinjenja i u razli¢itim koncentracijama
lekoviti delovi nara (biljna droga) su koren, kora, plod, kora ploda i cvetovi.

Kora stabla i korena nara (Granati cortex) se sastoji od tanina (20-25%, galotanin): punikalagin,
punikakortein C, kazuarin. Piperidinski alkakoidi se nalaze 0,4% u kori stabla do 0,8% u kori
korena). Glavni alkaloidi su isopeletierin, N-metilpeletierin, pseudopeletierin.

U plodu nara (Granati fructus) su dominantno zastupljeni: tanini (25-28%, galotanini ), ukljucujuci
punikalin (granatin D), punikalagin (granatin C), granatin A, granatin B.

U kori ploda nara (Granati perikarpium) se nalaze dominantno, hidrosolubilni elagitanini i drugi
polifenoli. Kora ploda nara ¢ini oko 30-50% ukupne mase ploda. Dominatna fitohemijska jedinjenja
kore i ploda su flavonoidi (flavonoli, flavanoli i antocijani), kondezovani tanini (pro-antocijanidi) i
hidrosolubilni tanini (elagitanini i galotanini) (Slika 14) (Thomson and Montvale,. 2004; WHO,
2009; Fischer et al., 2011; Stojanovi¢ et al., 2017). Kora nara je bogata vitaminima i mineralima
kao $to su A, B6, C, E, folati, kalijum i oksalna kiselina (Mirdehghan and Rahemi, 2007). Sadrzaj i
koncentracija flavonoida su odredeni sortom i uslovima gajenja. Flavonoidi kao §to su katehol,
katehini i epigalokatehin daju crvenu boju kori i plodu nara. Jedan od glavnih parametra na osnovu
kojih se moze odrediti vizuelno koncentracija bioaktivnih jedinjenja je boja kore, koja moze da
varira. Tamno crvena boja kore nara je bogatija bioaktivnim jedinjenjima. Takode, prisutna su i
druga fitohemijska jedinjenja kao $to su organske i fenolne kiseline, triterpenoidi i alkaloidi. Pored
galne i elagne identifikovane su i druge primarne fenolne kiseline: kafeinska, hlorogena, ferulna,

21



Ekstrakt kore nara (Punica granatum L.) kao prirodni antivirusni agens za redukciju humanih norovirusa in vitro

vanilinska, p-kumarna, siriginska i cimetna kiselina. Koncentracija fenolnih kiselina znatno varira u
zavisnosti od geografske lokacije, klimatskih uslova i prakse kultivacije (Elfalleh et al., 2011;
Elsherbiny et al., 2016; Arun et al., 2016; Alexandre et al., 2019).

HO, OH

Galotamimi p oH
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OH ) I __oH
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HO kizelins Hidroksibenzoeva ) | ] |
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Slika 14. Hemijski sastav nara (Syed et al., 2013).

U kori nara se nalazi oko 30% antocijana od ukupnog sadrzaja u celom plodu. Analizom ekstrakta
kore nara izdvojeno je 16 glavnih fenolnih komponenti. Fenolna jedinjenja se mogu klasifikovati u
Sest osnovnih kategorija: hidroksicinamska, hidrosolubilni tanini, hidroksibenzoeva kiselina,
hidroksibutandijonska, hidroksicikloheksan karboksilna kiselina i hidroksifenili. Uloga koju ce
imati hidrosolubilni tanini ili flavanoidi definisana je hemijskom strukturom. Generalno, relativna
oksidativna snaga PPE mozZe se pripisati flavonoidima c¢ija je efikasnost uslovljena konfiguracijom i
brojem hidroksidnih grupa. Koncentracija i aktivnost hidrosolubilnih polifenola kore su u ve¢em
procentu u odnosu na druge delove ploda. U hidroksifenile svrstane su galna, elagna, jabucna
kiselina, kvercetin, kempferol, a u nekim vrstama luteolin i galaginska (Middha et al., 2013; Abid et
al., 2017).

Izrazenu antioksidativnu aktivnost imaju punikalin, punikalagin elagna i galna kiselina koja se
ispoljava sinergistiCkim efektom (Singh et al., 2018). Punikalagin (Slika 15) je deo porodice
elagitanina, u koju su svrstani i manji molekuli tanina kao §to je punikalin i galna kiselina koja se
dobro rastvara u vodi. Monomerni hidrosolubilni tanini (telimagrandin I, corilagin, strictinin) imaju
izrazeniju antibakterijsku aktivnost u poredenju sa oligomernim taninima, dimernim i trimernim
procijanidima (Li et al., 2015). Punikalagin je bioaktivna komponenta koja je odgovorna preko 50%
za antioksidativnu aktivnost. Ispitivanjem hemijskih jedinjenja iz kore ukazano je da fenetil estar
kafeinske kiseline ima antikancerogeni efekat i primena ovog jedinjenja je korisna kao pomoc¢na
terapija u leCenju karcinoma (Afaq et al., 2005; Turrini et al., 2015). Daljim ispitivanjem hemijskih
jedinjenja iz kore ukazano je da fenetil estar kafeinske kiseline ima antikancerogeni efekat i
primena ovog jedinjenja je korisna kao pomoc¢na terapija u leCenju karcinoma (Afaq et al., 2005;
Turrini et al., 2015).
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Slika 15. Detekcija koncentracija punikalagina (mg/L soka) u soku od semena i celog ploda nara od 14 razli¢itih vrsta tokom 2014 i1 2015.godine

(Turrini et al., 2015)
2.2.4. Antimikrobni potencijal kore nara i njenog ekstrakta

Visoka koncentracija hidrosolubilnih tanina sa prevalencijom monomernih fenola u mezokarpu i u
kori nara nalazi se u osnovi njihove antimikrobne aktivnosti. Prilikom pripreme ekstrakata veoma je
vazan izbor nacina ekstrakcije i rastvaraca koji se koriste, jer su to faktori od kojih zavisi
koncentracija bioaktivnih jedinjenja, koji dalje definiSu antioksidativnu i antimikrobnu mo¢ (Li et
al., 2015). Antimikrobna aktivnost PPE ispoljena je prema Sirokom spektru patogenih
miroorganizama. Znac¢ajan inhibitorni efekat dokazan je prema velikom broju patogenih G (+) 1 G (-
) bakterija koje su Cesti kontaminenti razli¢ite vrste hrane i uzro¢nici mnogih epidemija Sirom sveta:
Listeria monocytogens, Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Yersinia enterocolitica, Salmonella
Enteritidis, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens i1 Brucella spp.
(Hayrapetyan et al., 2012). Ispitivana je i upotreba vodenog PPE u proizvodima u cilju kontrole
rasta kvasaca Saccharomyces cerevisiae i Rhodotorula glutinis kako bi se smanjio njihov negativan
uticaj na teksturu (Chen et al., 2020). Antifugalnu aktivnost PPE je pokazao inhibitornim efektom
prema patogenom kvascu Candida albicans kao i znaCajnom redukcijom patogenih gljiva Botrytis
cinerea, Penicillium digitatum 1 Penicillium expansum (Li Destri Nicosia et al., 2016; Ismail et al.,
2019).

Iskazani bakteristaticki i baktericidni efekat prema patogenim bakterijama moze biti primenjen u
konzervisanju hrane ili za preventivno tretiranje, iako mehanizam delovanja nije u potpunosti
objasnjen. Optimizovana forma PPE moze da se dodaje u kombinaciji sa hemijskim jedinjenjima za
konzervisanje hrane ¢ime se potencijal delovanja povecava. Detektovan je cak i pozitivan uticaj
PPE kao prirodnog antimikrobnog sredstva u prevenciji bolesti paradajza izazvanom fitopatogenom
bakterijom Pseudomonas syringae (Quattrucci et al., 2013).

U dosadasnjim istrazivanjima antivirusnog efekta maticnog soka, ekstrakta i polifenola iz nara
dobijeni su znacajni rezultati, pogotovo prema surogatima HuNoV. Testiranjem polifenola iz
ekstrakta ploda nara dobijena je znacajna redukcija FCV, dok poredenjem polifenola, ekstrakta i
mati¢nog soka nara nije dobijena znacajna razlika u redukciji FCV, MNV i MS2 (Howel, 2013, Su
et al., 2010). Znacaj ovih rezultata treba sagledati u svetlu njihove potencijalne primene za tretman
infekcije norovirusa. Poredenjem mati¢nog soka od brusnice, nara, grejpa i pomorandze, najbolji
redukcioni potencijal ostvario je sok od brusnice i nara, i to redukujuci sposobnost specificnog
vezivanja HuNoV (Su et al., 2010). Medutim, mehanizam delovanja ekstrakta i mati¢nog soka jos
uvek nije razjasnjen, smatra se da dolazi do interakcije polifenola i kapsida virusa $to uzrokuje
njegovo oste¢enje. MeSavina soka od nara i brusnice ima isti efekat kao ¢ist mati¢ni sok od brusnice
(Li et al., 2012).
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Antivirusni efekat PJ na surogate HuNoV testiran je pri razli¢itim pH vrednostima (pH 3,4, 5, 61 7)
i dobijeni rezultati redukcije surogata pokazali su da razli¢ita pH vrednost ne utice na njegov
antivirusni potencijal (Su et al., 2011). Oralno konzumiranje PJ doprinosi prevenciji i jacanju
imuniteta protiv poxvirusa i HIV, dok je perzistetnost poliovirusa u toku 24h (u uslovima
skladistenja, 4°C) bila samo 1%. U zemljama gde su se ranije pojavljivale epidemije prouzrokovane
Zika virusom, H5N1 influenza i Ebola virusom, koris¢en je 100% prirodni sok od nara za
prevenciju i jatanje imuniteta (Kotwal, 2018).

Najnovije studije pokazale su da polifenolna jedinjenja (punikalagin, punikalin, galna i elagna
kiselina) izolovana iz PPE imaju potencijal da inhibiraju i redukuju aktivnost proteina Covid-19
virusa, §to moze biti znacajan korak u prevenciji i tretiranju infekcije (Singh et al., 2020; Suruci¢ et
al., 2020). Punikalagin u kombinaciji sa cink monohidratom ispoljio je znacajnu inhibitornu
aktivnost prema virusu Covid-19 (Jang et al., 2020). Takode, druga jedinjenja kao S§to su
pedunculagin, terkatain sa punikalinom imaju efekat na mesto vezivanja receptora (Cysl45 i
His41), inhibiraju¢i enzim proteaze 2019-nCoV (Khalifa et al., 2020). U ranijim istrazivanjima
antivirusnog potencijala punikalagin je pokazao redukcionu sposobnost prema Sirokom spektru
virusa: humani citomegalovirus, hepatitis C virus, denga, rubeoli i respiratorni sinicicijski virus (Lin
et al., 2013). Testiranje punikalagina u in vivo i in vitro uslovima na enterovirus 71, dovelo je do
predloga za njegovo koris¢enje kao antivirusnog sredstva protiv enterovirusa (Yang et al., 2013).
Hidrosolubilni tanini, ukljucujuéi punikalagin, punikalin i geranin ispoljili su antivirusnu aktivnost
prema B virusu (Liu et al., 2016).

Galna kiselina izolovana iz ploda nara pokazala je antikosidativnu, antibakterijsku, antivirusnu,
antikancerogenu aktivnost. Antivirusna aktivnost galne kiseline izrazava se preko stepena redukcije
za hepatitis C virus (Flaviviridae) (Govea-Salas et al.,, 2015), poliovirus, influenci
(Orthomyxoviridae) 1 stomatitis virus (Rhabdoviridae) (Liu et al., 2011). Elagna kiselina pokazala
je inhibitornu aktivnost prema patogenima bakterijama kao §to su Bacillus spp., Staphyloccus spp. i
Sallmonela spp. (Sepulveda et al., 2012), i redukcionu sposobnost za ebola virus (Cui et al., 2018).

2.2.5. Ispitivanje fizioloskih aktivnosti ekstrakata kore ploda nara i moguca primena u
prevenciji i leCenju bolesti

Ekstrakt kore ploda nara i sok su bogati polifenolima koji se ponasaju kao prebiotici i podsticu rast
probiotskih bakterija Bifidobacterium breve i Bifidobacterium infantis. Zbog navedene aktivnosti
ekstrakti pretstavljaju obecavajuéi dodatak hrani u cilju odrZzavanja normalne funkcije organizma.
Takode, prilikom primene PPE u okviru oralne higijene usne duplje ostvaren je baktericidni efekat
prema Streptococcus mutans i Streptococcus salivarius. U literaturi se navodi znacaj PPE i
mogucénost njegove primene u prevenciji mnogih bolesti kao §to su razliCiti tipovi kancera,
dijabetesa i drugih, i u lecenju kancera pluca (Li et al., 2016). Pored ve¢ navedenih efekata
(antikancerogeni, antiinflamatorni, antioksidativni) neka ispitivanja pokazuju da PPE moze da utice
i na smanjenje lipida u krvi (Li et al., 2006; Hossin, 2009; Lin et al., 2013; Bassiri-Jahromi, 2018).

Generalno, kada se govori o lekovitim biljnim ekstraktima mora se voditi racuna da se konzumiraju
u preporuc¢enim vrednostima, da ne bi doslo do ispoljavanja nezeljenog toksicnog efekta. Odabrane
visoke koncentracije PPE testirane su na miseve in vivo. Testiranje je vrSeno rastvaranjem PPE u
destilovanu vodu koju su miSevi konzumirali oralno. Nakon tri nedelje pracenja nije dobijen
toksican efekat (Bassiri Jahromi et al., 2015). Studija koju su sproveli Heber et al. (2007) nakon
laboratorijskih analiza (ukljucuju¢i kompletnu krvnu sliku, hemiju i proveru urina) je pokazala da
konzumiranje PPE u kapsulama u dozi od 1420 mg dnevno tokom cetiri nedelje je bezbedno za
coveka. U okviru navedene studije vrSena je procena antioksidativnosti kod osoba sa prekomernom
tezinom konzumirajuci ekstrakt polifenola koji je obogacen elagitaninom nara u dozi od 1000 mg.
Rezultati su ukazali na antioksidativnu aktivnost kroz znaCajno smanjenje tiobarbiturne kiseline
koja je povezana sa rizikom od kardiovaskularnih bolesti. Nije bilo nezeljenih efekata pri
konzumiranju kod ispitivani subjekta na razli¢itim lokacijama (Heber et al., 2007). Konzumacija
ekstrakta i soka ploda nara je povezna sa mnogim zdravstvenim benifitima koje su opisane u
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razli¢itim stdijama. Naucni dokazi ukazuju na potencijal primena nara i njegovih proizvoda u cilju
poboljsanja zdravlja ljudi. Razli¢ite studije ukazuju na moguénost primene u prevenciji mnogih
bolesti, medutim to zahteva dodatna istrazivanja koja obuhvataju Siru populaciju, duzi vremenski
period, placebo efekat i standardizovati dozu (Giménez-Bastida, Avila-Galvez et al., 2021).

2.3. Antimikrobni potencijal ekstrakta lekovitih biljaka

Biljni ekstrakti su se od davnina koristili zbog svog ukusa, kao zacini, ali i u tradicionalnoj
medicini. Savremeni trend su prirodna antimikrobna sredstva koja se koriste u medicini,
konzervisanju hrane i kao baktericidno sredstvo za dezinfekciju. Delovi lekovitih biljaka (cvet, list,
i plod) su ispitivani prema Sirokom spektru mikroorganizma. Delovi lekovitih biljaka se preraduju u
prehrambenoj industriji u sokove, sirupe, dZzemove, ekstrakte ili najjednostavnije u cajeve. Bioloska
aktivnost odredena je mnogobrojnim hemijskim jedinjenjima jedinjenjima koja su najces¢e prisutna
u visokoj koncentraciji u biljkama i njihovim proizvodima koji imaju boju (aronija, brusnica, nar,
borovnica i druge).

Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott, Rosaceae (aronija) je bogata polifenolima zbog cega je
intezivno proucavana zbog medicinskog potencijala. Testiranjem aronije i njenih jedinjenja, utvrden
je znacajan antivirusni efekat prema influenci (Park et al., 2013). Novije istrazivanje ukazalo je na
moguénost redukcije SARS-CoV-2 i virusa influence sa maticnim sokom aronije, nara, ali i sa
ekstraktom zelenog ¢aja (Frank et al., 2020).

Sideritis spp., Lamiaceae je u narodu poznat kao planinski ¢aj, ali se koristi i kao etarsko ulje.
Ispitivanjem etarskog ulja Sideritis spp. (do 0.1%) i ekstrakta pokazana je znacajna antibakterijska i
antifugalna aktivnost prema Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa 1 dva soja kvasca Candida albicans (Tadi¢ et al., 2017; Yigit Hanoglu et
al., 2016; Basile et al., 2006).

Antimikrobna aktivnost ekstrakta crvenog i belog vina tesirana je na Staphylococcus aureus,
Escherichia coli i Candida albicans. Antimikrobna aktivnost je povezana sa ukupnim sadrzajem
fenola u ekstraktima, pri cemu je dobijena veca rezistencija, odnosno manja redukcija Candida
albicans u odnosu na patogene bakterije (Papadopoulou et al., 2005). Crveno i belo vino je testirano
u razli¢itim wuslovima pri ¢emu je dobijena redukcija Sirokog spekra patogenih
mikroorganizma Salmonella spp., Shigela, Pseudomonas 1 drugi (Friedman et al., 2006; Waite i
Daeschel, 2007; Friedman, 2014).

Helichrysum plicatum DC., Asteraceae, odnosno smilje se odavnina koristi u tradicionalnoj
medicini zbog antioksidativnog i antimikrobnog potencijala. Rezultati ispitivanja sprovedenih sa
Helichrysum plicatum ukazuju na snazan uticaj koncentracije polifenola koji je u korelaciji sa
antimikrobnim efektom. Od testiranih bakterija najosetljivije su bile Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus hauseri, a najrezistetnija bakterija je bila Eshericia coli. Takode, ekstrakt
Helichrysum plicatum imao je inhibitorni efekat na rast humanog patogenog kvasca C. albicans i na
fitopatogenu gljivu Aspergillus flavus (Bigovi¢, 2013; Vuyji¢ et al., 2020).

Kantarion (Hypericum perforatum L. Hypericaceae) je proucavan zbog svog hemijskog sastava i
farmakoloske aktivnosti. Antivirusna aktivnost kantariona prvi put je testirana i dokazana u in vitro
1 in vivo uslovima na virus infektivnog bronhitisa (Chen et al., 2019). Ranija ispitivanja su ukazala
da tretman sa Hypericum perforatum ima znacajan inhibitorni efekat na influencu i HIV (Birt et al.,
2009; Brondz and Brondz, 2012). Ekstrakt pripremljen od Satureja subspicata Bartl. ex Vis.,
odnosno rtanjski ¢aj pokazao je Sirok spektar antimikrobnog delovanja: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans 1 drugih (Kremer et al., 2015). Neki biljni ekstrakti su
koriS¢eni za ispitivanje antivirusnog potencijala na surogate HuNoV. Znacajnost ispitivanja
ekstrakta medicinskih biljaka ogleda se u mogucnosti tretiranja i prevenciji bolesti prirodnim
putem. Ekstrakt hibiskusa (Hibiscus sabdariffa) je pokazao znaCajnu antivirusnu aktivnost prema
surogatima HuNoV (MNV i FCV) i HAV (Joshi et al., 2015). Razli¢ite koncentracije semena bibera
(Zanthoxylum armatum) su testirane na surrogate HuNoV 1 najbolja redukcija postignuta je sa 10%
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metanolnim rastvorom ekstrakta. Ekstrakt zelenog Caja (Camellia sinensis) je testiran na surogat
HuNoV (MNV) i HAV u razli¢itim koncentracijama pokazao je znacajan antivirusni efekat. Pored
toga, ekstrakt zelenog Caja (10 mg/mL) pokazao se kao efikasno prirodno dezinfekciono sredstvo na
nerdaju¢em cCeliku i staklu gde je dobijena potpuna redukcija. Takode, testiran je u zelenoj salati i
spanacu gde je dobijena redukcija od 1,5 log nakon 30 min (Randazzo et al., 2017).

2.4. Dezinfekcija i sanitacija povrSina koje dolaze u kontakt sa hranom

Sanitacija i dezinfekcija su medu najznacajnijim procesima u proizvodnji hrane koji uticu direktno
ili indirektno na zdravlje ljudi. Pravilno izvedena sanitacija ili dezinfekcija povrSina ima uticaj na
prevenciju unakrsne kontaminacije, sprecavanju pojave epidemija ili pojedinacnih slucaja infekcije
patogenim mikroorganizmima (Djebbi-Simmons et al., 2020). Epidemije su cesto izazvane
neadekvatnom sanitacijom i dezinfekcijom nakon individualnih slucaja povracanja ili dijareje.
Jedan od razloga Sto neka dezinfekciona sredstva na bazi hlora nisu efikasna prema HuNoV je
koncentracija koju preporucuju proizvodaci ili zakonom regulisani standardi. Agencija za zaStitu
zivotne sredine (EPA, Environmental Protection Agency) i Agencija za hranu i lekove (FDA, Food
and Drug Administration) reguliSu Pravilnik o kori§¢enju tecnih dezinfekcionih sredstava, dok EPA
reguliSe dezinfekciona sredstva koja se koriste za povrSine ukljucujuéi i sredstva kojima se
dezinfikuju povrsSine koje dolaze u kontakt sa hranom. Prema EPA efikasno dezinfekciono sredstvo
prema virusima je sredstvo koje ima sposobnost inaktivacije 4 logio izvan citotoksi¢ne efikasnosti
(EPA, 2016a and 2016). Dezinfekciona sredstva koja su registovana kao efikasna prema HuNoV su
na bazi aktivne komponente natrijum-hipohlorita, vodonik-peroksida, limunske kiseline. Utvrdeno
je da HuNoV pokazuje rezistenciju prema nekim sredstvima koja uspesno inaktiviraju surogate.
Sredstva za koja je potvrdena efikasnost prema HuNoV su na bazi hlora (Yeargin et al., 2015).
Najcesca komercijalno dostupna sredstva su na bazi hipohlorita, kao Sto je natrijum-hipohlorit.
Preporuka je da se koriste koncentracije slobodnog hlora od 1000 ppm (za Ciste povrSine) odnosno
5000 ppm (za prljave) (EPA, 2019; Yan et al., 2020). Definisana koncentracija jedinjenja na bazi
hlora koja se koriste za povrSine koje dolaze u kontakt sa hranom iznosi 200 ppm, ukoliko se koriste
vece koncentracije moraju biti isprane sa vecom koli¢inom vode. Efikasnost dezinficijenasa na bazi
hlora zavisi od koncentracije, i ukoliko je niska, ne¢e u potpunosti inaktivirati mikroorganizme.
Uobicajena koncentracija ovih jedinjenja oStecuje i degradira ve¢inu povrSina i njihova primena je
opasna u slabo provetrenim prostorijama (Rutala i Weber, 2016).

Nedavno je Agencija za istrazivanje i kvalitet zdravstvene zastite, prilikom monitoringa ¢iS¢enja,
dezinfekcije ili sanitacije, uvela primenu fluorescentnih. markera ili ATP testova umesto vizelne
inspekcije (Rutala i Weber, 2016). Brza metoda detekcije adenozin trifosfata (ATP) deo je HACCP
programa u pogonima prehrambene industrije. Znacaj ove metode je u brzoj proveri ispravnosti
postupka sanitacije ili dezinfekcije. Metod se zasniva na detekciji molekula ATP koji je prisutan u
svim zivim ¢elijama, ukljucujuci i ostatke hrane.

Primena vlaznih antimikrobnih maramice predstavlja jednu od tehnika za dekontaminaciju
povrsina. Njihova uspesna primena uslovljena je aktivnom komponentom koju sadrze ili se natapa
sa dezinfekcionim sredstvom (Becker et al., 2019). Vlazne maramice mehanic¢ki odklanjaju
kontaminaciju sa povrSina. Bez obzira od materijala koji ¢ini maramice (pamucne, mikrovlakna,
nabazi celuloze) one su za jednokratnu upotrebu i odnosi se na fizicko uklanjanje tj. brisanje.
Direktan kontakt ruku ili odece sa kontaminiranim maramicama moze da prosiri kontaminaciju na
druge povrsine (Rutala i Weber, 2016). Takode, primena vlaznih maramica koje imaju slabiji
potencijal dezinfekcije (regulisano aktivnom komponentom) moze biti ne samo neefikasno, vec i
prosiriti kontaminaciju na druge povrsine (Rutala i Weber, 2016).

Kontrola alergena postaje sve vazniji aspekt bezbednosti hrane. Nakon sanitacije povrSina rezidue
proteina Cesto zaostanu, a i zbog svoje prirode teSko se u potpunosti uklanjaju sa povrSina.
Preporuka je da alargeni budu identifikovani kao opasnosti, pogotovo u segmentima prehrambene
industrijama gde postoji verovatnoca da se nadu u hrani. Alergijska reakcija na proteine u malim
koncentracijama za osetljive ljude moze biti opasna po zdravlje (Center for Food Safety and

26



Ekstrakt kore nara (Punica granatum L.) kao prirodni antivirusni agens za redukciju humanih norovirusa in vitro

Applied Nutrition, 2021). Brzi ATP test nema dovoljnu senzitivnost za detekciju proteina na
povrsinama. Relativno novi, brzi testovi poceli su da se koriste u prehrambenoj industriji i imaju
potencijal da detektuju niske koncentracije proteina koje mogu da izazovu alergijsku reakciju.
Savremeni FLASH® brzi vizuelni testovi su u sklopu HACCP sistema i koriste se za detekciju
rezidua proteina na povrSinama koje dolaze u kontakt sa hranom. Brzi rezultati su znacajni jer se
moze spreciti unakrsna kontaminacija i u relativno kratkom vremenu izvrs$iti ponovna sanitacija.
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3. NAUCNI CILJ ISTRAZIVANJA

Humani norovirusi se ubrajaju medu najznacajnije patogene koji se prenose hranom u kojoj dobro
prezivljavaju ali se ne umnozavaju u njoj kao i kontaminiranim povr$inama koje dolaze u kontakt sa
hranom. Neke od karakteristika humanih norovirusa, kao §to je na primer rezistentnost na mnoga
dezinfekciona sredstva koja se uobiCajeno koriste za dezinfekciju i sanitaciju u pogonima
prehrambene industrije, predstavlja znacajan problem. Sredstva na bazi hlora su efikasna za
redukciju humanih norovirusa, medutim rezidue koji nastaju tokom njihove upotrebe predstavljaju
rizik po zdravlje ljudi. Na osnovu navedenog uocena je potreba da se pronadu nova alternativna
prirodna antinorovirusna sredstva. Specificni ciljevi doktorske disertacije bili su:

1.

10.

11.

Odabir biljnog ekstrakta. Testirano je 11 potencijalnih kandidata lekovitih biljnih vrsta za
redukciju HuNoV u in vitro uslovima. Biljni ekstrakti su testirani u razliitim
koncentracijama na 37°C. Cilj je bio optimizacija metode izolacije virusne nukleinske
kiseline nakon delovanja ekstrakta i odabir najpogodnije koncentracije za dalje
eksperimente. Na osnovu dobijene redukcije broja Cestica virusa ispitivanih ekstrakta i
njihove minimalne inhibitorne aktivnosti na detekciju odabran je ekstrakt kore nara;
Hemiijska karakterizacija ekstrakta kore nara. Cilj je bio utvrditi koncentraciju bioaktivnih
komponeti ekstrakta. Takode, hemijska karakterizacija je izvrSena za komercijalno
dostupan mati¢ni sok od nara, deklarisan kao 100% dobijen od ploda nara. Naucni cilj
karakterizacije je uporedivanje koncentracija prisutnih bioaktivnih jedinjenja i njihove
antivirusne aktivnosti;

Testiranje odabranog ekstrakta kore nara u razli¢itim koncentracijama za redukciju HuNoV
u suspenziji (PBS) na temperaturama 25°C i 37°C;

Ispitivanje antivirusnog efekta ekstrakta kore nara u simuliranim gastri¢nim 1 intestinalnim
uslovima;

Ispitivanje antivirusnog efekta ekstrakta kore nara na razli¢itim modelima hrane (navesti u
zagradi koji su modeli hrane). [zabrano je mleko koje ima slozen matriks, i mati¢ni sok nara
radi poredenja sa efektima postignutih dejstvom ekstrakta kore nara;

Testiranje potencijala ekstrakta kore nara za redukciju broja Cestica virusa, na povrSinama
od materijala koji najcesce dolaze u kontakt sa hranom (nerdajuci celik i plastika). Cilj je bio
da se PPE kao prirodni antivirusni agens, koristi za dezinfekciju povrsina koje se koriste za
pripremu hrane;

Testiranje efikasnosti ekstrakta kore nara za redukciju humanih norovirusa na bioloskim
povrsinama svezeg povréa (Ceri paradajz i mladi luk). Cilj je bio da se ispita potencijalna
primena PPE, kao zacina koji bi mogao redukovati virusne kontaminente na porsini sveze
hrane;

Primena transmisione elektronske mikroskopije za analizu Cestica humanog norovirusa u
suspenziji i posle tretmana sa ekstraktom kore nara. Cilj je bio da se primenom ove metode
potvrdi antivirusni efekt PPE na redukciju HuNoV;

Kvantifikacija Cestica norovirusa nakon tretiranja sa komercijalnim dezinfekcionim
sredstvima na bazi hlora. Naucni cilj je poredenje redukcionog potencijala dezinfekcionih
sredstava na bazi hlora sa prirodnim PPE;

Primena brze metode detekcije ATP molekula za pracenje meSane bakterijske i virusne
kontaminacije na povrSinama posle primene razli¢itih metoda dezinfekcije. Naucni cilj je
uporedno koris¢enje metoda ATP detekciju za bakterija i RT-qPCR za detekciju virusa;
Moguénost primene alergen indikator protein testa - FLASH metode za detekciju Cestica
norovirusa na povrSinama koje dolaze u kontakt sa hranom.
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4. MATERIJAL I METOD
4.1. Priprema suspenzije humanog norovirusa

Uzorci fecesa pacijenta sa simptomima akutnog gastroenteritisa obezbedeni su u saradnji sa
Univerzitetskom decijom klinikom TirSova, Beograd. Uzorci fecesa pacijenta obolelih od akutnog
virusnog gastroenteritisa sakupljeni su tokom godinu dana u decijoj klinici TirSova, Beograd.
Uzorci su dopremljeni na ledu do Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu i zamrznuti na -78°C do dalje
upotrebe. Od uzoraka fecesa pripremljena je 10% suspenzija u sterilnom fosfatnom puferu
(phosphate buffered saline, PBS, pH 7,2; AppliChem, Barselona, Spanija). Pre¢ii¢ena suspenzija
dobijena je nakon centrifugiranja (Eppendorf centrifuga 5804 R, 14,000 G/20 min na 4°C) i
filtrirana pomocu Spric-filtera, veli¢ine pora 0,45 um i 0,22 pm (Thermo Fisher Scientific,
Nemacka). Od 10% suspenzije pripremljena je 1% suspenzija koja se koristila za planirane
eksperimente.

4.1.1. Identifikacija i kvantifikacija virusnih Cestica

Kvantifikacija norovirusnih genomskih ekvivalenata/uL odredena je u 1% suspenziji metodom
apsolutne kvantifikacije. Kvantifikacija genomskih ekvivalenata (GE) nepoznatog uzorka je u
korelaciji sa standardom poznate koncentracije. Metod apsolutne kvantifikacije se sastoji u
dizajniranju standardne krive specificne za humani norovirus GII. Pozitivna kontrola (PC) se
koristila kao standard poznate koncentracije. Od decimalnog razblazenja PC pripremljena je
standardna kriva. Uzorci 1% norovirusne suspenzije nepoznate koncentracije pripremljeni su
odvojenim ependorficama. Pripremljeni uzorci PC i 1% stavljeni su u isti eksperimentalni test.
Odredivanje broja HuNoV GE/uL u suspenziji izvrSeno je primenom komercijalnog kita
Quantification of Norovirus genotype 1 and 2, Primer DesignTM Ltd (Genesig, Velika Britanija).
Za pripremu standardne krive koristila su se decimalna razredenja pozitivne kontrole (100 uL
standarda + 900 uL. RNA/DNAse slobodne vode):
Tabela 2. Priprema standardne krive i koncentracije standarda

Standardna kriva Broj kopija
Tuba 1 2 x 10° per puL
Tuba 2 2 x 10*per pL
Tuba 3 2 x 103 per puL
Tuba 4 2 x 10% per uL
Tuba 5 20 per uL
Tuba 6 2 per uL

VaZan parametar koji definiSe efikasnost standardne krive je koeficijent korelacije (R?). Koeficijent
korelacije meri koliko dobro podaci nepoznatog uzorka odgovaraju standardnoj krivi. Koeficijent
R? prikazuje linearnost krive i idealno je da bude 1, ali je generalno maksimalna vrednost 0,999.
Takode, jos jedan vazan parametar koji odreduje uspesnost, stvarnu sliku i pouzdanost reakcije je
efikasnost reakcije (E). Efikasnost reakcije (100%) odgovara nagibu krive od -3,32 kako je
odredeno slede¢om jednacinom:

Efikasnost = 10¢1/slope) _]

29



Ekstrakt kore nara (Punica granatum L.) kao prirodni antivirusni agens za redukciju humanih norovirusa in vitro

U idealnom slu€aju, E treba da bude 100 %. DuZina, sekundarna struktura, sadrzaj guanina i
citozina utice na efikasnost reakcije. Ostali uslovi su dinamika same reakcije, upotreba
neoptimalnog reagensa, koncentracije 1 kvalitet enzima §to moZe rezultirati efikasnos¢u ispod 90%.
Prisustvo inhibitora u jednom ili viSe reagenasa moze uzrokovati efikasnost preko 110%. Reakcija
se smatra dobrom ukoliko je postignuta efikasnost reakcije izmedu 90% i 110%, Sto odgovara
nagibu izmedu -3,58 i1 -3,10. U mnogim istrazivanjima validni rezultati su oni koji imaju vrednost
vecu od 90% i manju od 110%, a drugi rezultati se odbacuju.

4.2. Biljni materijal
4.2.1. Priprema i hemijska karakterizacija ekstrakata odabranih lekovitih biljaka

Ekstrakti biljaka: Sideritis raeseri; Gentiana asclepiadea; Aronia melanocarpa; Gentiana lutea;
Helichrysum plicatum; Hypericum perforatum; Aronia melanocarpa; Satureja subspicata; Mahonia
aquifolia; Punica granatum; Vitis vinifera var. Prokupac, pripremljeni su na Instititu za
proucavanje lekovitog bilja ,,Dr. Josif Panci¢®, a testiranje antivirusnog potencijala uradeno je na
Poljoprvirednom fakultetu, u Beograd.

Tabela 3. Odabrani ekstrakti lekovitih biljaka za testiranje antivirusne aktivnosti

Tradicionalni

Naziv ekstrakta naziv Deo biljke Skracenica
Sideritis raeseri Planinski caj herba SRE
Gentiana asclepiadea Plava lincura koren GAE
Aronia melanocarpa Aronija list AMLE
Gentiana lutea Zuta lincura koren GLE
Helichrysum plicatum Smilje (S:I\l]i;t; HPE
Hypericum perforatum Kantarion biljka HyPE
Aronia melanocarpa Aronija plod AMFE
Satureja subspicata Rtanjski Caj biljka SSE
Mahonia aquifoli Mahonija kora MAE
Punica granatum Nar kora ploda PPE
Vitis vinifera

Vino WPE

var. Prokupac

Biljni materijal je suSen na sobnoj tempertauri (room temperature, RT) i nakon toga je samleven u
laboratorijskom mlinu. Ekstrakcija je vrSena maceracijom uz koris¢enje 70% EtOH. Ekstrakti su
filtrirani 1 upareni do suva pod niskim pritiskom. Ekstrakt Vitis vinifera var. Prokupac je dobijen
uparavanjem pod vakuumom (Biichi CH, Switzerland) do suva. Osuseni ekstrakti su ¢uvani u
eksikatoru do daljih analiza. Ekstrakti lekovitih biljka i njihovi delovi koji su koriS¢eni za
ispitivanje antivirusne aktivnosti prikazani su u Tabeli 3. Rastvaranje LBE vrSeno je primenom
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meSavine dva rastvaraca (30% etanol, EtOH i 5% dimetil-sulfoksidom, DMSO). Finalne
koncetracije (0,2; 0,4, 11 2,5 mg/mL) napravljene su sa 5% DMSO.

4.2.2. Priprema i hemijska karakterizacija ekstrakta kore i mati¢nog soka ploda nara

Divlji plodovi nara sakupljeni su u selu Do (Bosna i Hercegovina). Kora je odvojena od ploda i
susena na RT, nakon toga je samlevena u laboratorijskom mlinu. Maceracija je izvrSena sa 70%
EtOH, a uparavanje (Biichi CH, Switzerland) pod niskim pritiskom na temperaturi < 50°C.
Komercijalni sok od nara kupljen u lokalnoj prodavnici i deklarisan kao organski maticni sok
napravljen je od 100% ploda (pH 3,3; Nemacka). Priprema maticnog soka vrSena je na slican nacin
kao priprema ploda, ali bez mlevenja i suSenja na RT.

4.2.2.1. Odredivanje ukupnog sadrZaja fenola

Ukupan sadrzaj fenola je analiziran spektrofotometrijski koriS¢enjem blago modifikovane Folin
Ciocalteu metode (Waterman i Mole, 1994).200 pL rastvora ekstrakta (1:25) je pomeSano sa 1 mL
Folin-Ciocalteu reagensa (1:10). Nakon 4 min, dodato je 800 pg natrijum karbonata (75 g/L).
Uzorci su inkubirani 2h u mraku na sobnoj temperaturi. Absorbanca je izmerena na 765 nm na
UV/VIS spektrofotometru prema metodi propisanoj u Evropskoj farmakopeji (HP 8453, Agilent
Technologies, SAD). Kalibraciona kriva je pripremljena koris¢enjem galne kiseline (GA), (0-100
mg/L). Analiza je uradena u triplikatu. Rezultati su izrazeni kao miligrami galne kiseline po
miligramu tezine suvog ekstrakta (mg GAE/g DW) i miligrami galne kiselina na 100 mL soka (mg
GAE/100 mL mati¢nog soka nara).

4.2.2.2. Odredivanje ukupnog sadrZaja tanina

Sadrzaj taninskih materija odreden je na osnovu Evropske farmakopeje 7.0. (European
Pharmacopoeia, 2011) koris¢enjem phosphpmolybdotungstic reagensa. Absorbanca je merena na
760 nm koris¢enjem UV/VIS spektrofotometra (HP 8453, Agilent Technologies, SAD). Ukupan
sadrzaj izrazava se kao procenat pirogalola. Analiza je uradena u triplikatu.

4.2.2.3. Odredivanje bioaktivnih komponenti ekstrakta kore (PPE) i mati¢nog soka
ploda nara (PJ)

Odredivanje sadrzaja punikalagina, punikalina, galne i elagne kiseline u PPE vrSeno je pomocu
instrumenta Agilent 1200 RR HPLC (Agilent, Valdbron, Nemacka) koji je opremljen DAD
detektorom, koriS¢enjem reverzne analiticke kolone Zorbax SB-C18 (Agilent), (veli¢ina cestica 5
pm; 150 mm x 4,6 mm). Mobilna faza A bila je rastvor ortofosforne kiseline u vodi (1% v/v), a
mobilna faza B acetonitril. Zapremina uzorka od 5 pL, sa brzinom protoka od 1 mL/min.
Temperatura kolone odrzavana je na 25°C. Gradijentna elucija izvrSena je prema slede¢oj Semi: 98-
90% A (0-5 min); 90% A (5-15 min); 90-85% A (15-20 min); 85-70% A (20-25 min); 70-40% A
(25-30 min); 40-0% A (30-34 min). Detekcija komponenata vrSena je na 260 i 320 nm. Rezultati su
racunati na osnovu kalibracionih kriva standarda (punikalagin, punikalin, galna i elagna kiselina).
Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost tri ponavljanja u mg/g suvog ekstrakta. Galna i elagna
kiselina koristile predstavljaju standarde i kao Ciste komponente testirane su na antinorovirsnu
aktivnost koncentraciji 5 mg/mL rastvorene u 5 % DMSO.

4.3. Metode ispitivanja antivirsnog efekta ekstrakta ploda nara i poredenje sa
komercijalnim dezinfekcionim sredstvima

4.3.1. Tretman norovirusa lekovitim biljnim ekstraktima (LBE) u in vitro uslovima
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Biljni materijal je suSen na sobnoj tempertauri (room temperature, RT) i nakon toga je samleven u
laboratorijskom mlinu. Ekstrakcija je vrSena maceracijom uz koriS¢enje 70% EtOH. Ekstrakti su
filtrirani i upareni pod niskim pritiskom. Ekstrakt Vitis vinifera var. Prokupac je dobijen
uparavanjem pod vakuumom (Biichi CH, Switzerland) do suSenja. OsuSeni ekstrakti su ¢uvani u
digestoru do daljih analiza. Ekstrakti lekovitih biljka i njihovi delovi koji su koris¢eni za ispitivanje
antivirusne aktivnosti prikazani su u Tabeli 3.

Rastvaranje LBE vrSeno je primenom mesavine dva rastvarac¢a (30% etanol, EtOH i 5% dimetil-
sulfoksidom, DMSO). Finalne koncetracije (0,2; 0,4, 1 i 2,5 mg/mL) napravljene su sa 5% DMSO.
Testiranje antivirusne aktivnosti LBE na HuNoV izvrSeno je na 25°C i 37°C sa kontaktnim
vremenom od lh. Antivirusna aktivnost LBE i inhibitorni uticaj aktivnih komponenti na lancanu
reakciju polimeraze kojoj prethodi reverzna transkripcija (RT-qPCR) su glavni faktori odabira
ekstrakta kore ploda nara za dalji tok eksperimenata.

4.3.2. Tretman humanih norovirusa (HuNoV) sa ekstraktom kore nara (PPE) u in vitro
uslovima

4.3.2.1. Testiranje razlic¢itih koncentracija PPE

Testiranje antivirusnog efekta ekstrakta kore nara (PPE) vrSeno je sa finalnim koncentracijama od 2
mg/mL 1 5 mg/mL u jednakoj zapremini sa HuNoV. Suvi ekstrakt PPE je odmeren na analitickoj
vagi 1 napravljen je Stok od 10 mg/mL sa meSavinom rastvaraca 5% 1 30% EtOH nakon cega su
uzorci razblaZzeni do finalnih koncentracija sa 5% DMSO. Inkubacija uzoraka vrsena je na 25°C i
37°C. Odabrana eksprimentalna temperatura od 25°C predstavlja simulaciju ambijentalne
temperature koja je uobicajna za prostorije u kojima borave ljudi dok je druga temperatura (37°C)
priblizna temperaturi organizma. U eksperimente su ukljucene razlicite kontrole: HuNoV u PBS na
odabranim temperaturama, HuNoV pomeSan sa rastvaraCima za pripremu rastvora ekstrakta
(meSavina 30% EtOH + 5% DMSO i 5% DMSO) koje su uklju€ene u cilju potvrde odsustva uticaja
rastvaraca na antivirusnu aktivnosti, odnosno da bi se izbegli laZzno pozitivni ili negativni rezultati.
Suspenzija HuNoV (10° GE/uL) je pomesana sa galnom i elagnom kiselinom koje su izolovane iz
PPE u koncentraciji 5 mg/mL u kontaktnom vremenu 1 h na 37°C.

4.3.2.2. Ekstrakcija norovirusne RNK

Izolacija HuNoV RNK iz suspenzije PBS i eksperimentalnih meSavina izvrSena je sa kitom Ribo
Virus (Sacace, Biotechnologies, Italija) prema upustvu proizvodaca:

Pre pocetka izolacije dodata je interna ekstrakciona kontrola koja je kratko vorteksirana. Prvi korak
sastojao se od liziranja sa 600 pL pufera (RAV1) koji je pracen inkubacijom (5 min/70°C). Nakon
¢ega su uzorci prebaceni u centrifugu (Boaco Germany M-240R) i centrifugirani 1 min/11,000 G.
Za vezivanje virusne RNK koristile su se silikonske kolone (NucleoSpin® RNA Virus Columns),
nakon cega su uzorci su preneti i kratko centrifugirani. Prec¢is¢avanje RNK je vrSeno sa 600 puL
96% EtOH. Nakon ¢ega su uzorci centrifgirani 1 min/8,000 G.

Drugi deo izolacije RNK obhvatio je dodatno precis¢avanje sa puferima za pranje, kako bi se
uklonili svi potencijalni kontaminenti i inhibitori PCR reakcije prema slede¢em protokolu:

- 500 pL pufera za pranje (RAW), vortex

- Centrifugiranje 1 min/8,000 G

- 600 pl pufera za pranje (RAV3), vortex

- Centrifugiranje 1 min na 8,000 G.

200 uL RAV3 se dodaje kako bi se koristi da uklonili ostatci etanola i drugih reagenasa
Centrlfuglranje 2 min/11,000 G. Izolovana virusna RNK je eluirana u 50 pLL RNase slobodne H>O i
inkubirana na 70°C/ 2 min i kratko centrifugirana 11,000 G.Nakon zavrSenog postupka ekstrakcije,
izolovana norovirusna RNK je dodatno prec¢iS¢ena sa kitom OneStep™ Inhibitor Removal (Zymo
Research, SAD). Uzorci izolovane RNK su dodatno propusteni kroz kolone sa kratkotrajnim
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centrifugiranjem. Kolone se sastoje od silikonskih membrana koje zadrzavaju zaostale inhibitore
PCR reakcije. Pri dodatnom preci§¢avanju gubitci norovirusne RNK su zanemarljivi. Izolovana
RNK je ¢uvana na -78°C do dalje analize.

4.3.3. Perzistentnost HuNoV u simuliranim gastrointestinalnim uslovima i modelu hrane

4.3.3.1. Rastvori i model hrane za testiranje perzistentnosti humanog norovirusa

- Fosfatni pufer (PBS, pH 7,2; AppliChem, Barselona, Spanija);

- Simulirani gastri¢ni fluid/suspenzija (SGF, pH 1,2; Ricca Chemical Company, Ricca
Chemical Company, Arlington, SAD). Hemijski sastav: voda, hlorovodoni¢na kiselina,
natrijum hlorid,

- Simulirani intestinalni fluid/suspenzija (SIF, pH 7,5; USP XXII formulacija, Ricca
Chemical Company, Ricca Chemical Company, Arlington, SAD). Hemijski sastav: voda,
kalijum dihidrogen fosfat, natrijum hidroksid;

- Model hrane - mleko sa niskim sadrzajem mle¢ne masti (0,5% m.m.) kupljeno u lokalnoj
prodavnici, Srbija.

- Prirodni mati¢ni sok od nara napravljen od 100% ploda (PJ, pH 3,2, Nemacka).

4.3.3.2. Ispitivanje perzistetnosti HuNoV

Osnovna suspenzija HuNoV (10® GE/uL) pomesana je sa razli¢itim fluidima u odnosu 1:10. Fluidi
u kojima je ispitana perzistetnost HuNoV su:

- Fosfatni pufer (PBS; pH 7,2);
- Simulirani gastri¢ni fluid (SGF; pH 1,2);
- Simulirani intestinalni fluid (SIF; pH 7,5);
- Model hrane - mleko sa niskim sadrzajem mle¢ne masti (0.5% m.m.)

Prirodni mati¢ni sok od nara napravljen od 100% ploda (PJ, pH 3,2).
Suspenzua HuNoV i navedenih fluida inkubirana je 1 h, 2 h i 6 h na 37°C, osim SGF i SIF.
Mesavine suspenzija HuNoV sa SGF i SIF su inkubirane na 2 h i 6 h. Odabrana vremena
predstavljaju simulaciju oralno konzumiranih hranljivih komponenti pri prolasku kroz
gastrointestinalni trakt. Mleko kao model hrane predstavlja kompleksan fluid (proteina, masti i
ugljenih hidrata) koji moze da ima protektivni efekat prema HuNoV cesticama. Prirodni mati¢ni sok
od nara je odabran za poredenje antivirusnog efekta sa PPE.

4.3.3.3. Testiranje antivirusne aktivnosti PPE

Nakon ispitivanja perzistetnosti HuNoV u odabranim fluidima dodat je PPE (5 mg/mL). Finalna
koncentracija HuNoV u eksprimentalnim meSavinama je 5 logio GE/uL. Antivirusni efekat PPE je
testiran u PBS i mleku, dobijeni rezultati su se poredili sa antivirusnim potencijalom PJ nakon 1 h, 2
h i 6 hna 37°C. U cilju ispitivanja antivirusnog potencijala, PPE je dodat u meSavinu SGF i SIF sa
HuNoV. Takode, testiran je uticaj niske pH i hemijskog sastava fluida na aktivne komponente
ekstrakta tokom 2 hi 6 h na 37°C.

Procenat rezidualnog norovirusnog genoma je kvantifikovan poredenjem broja kopija u tretiranom
uzorku sa netretiranom kontrolom prema formuli (Kamimoto et al., 2014), koriste¢i RT-qPCR
vrednosti:

Broj kopij kon tretm
oj kopija nakon tretmana % 100

Rezidualni norovirusni genom (%) = ——— ,
Rrojkopija netretirane kontrols (PRS)
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4.3.3.4. Ekstrakcija norovirusne RNK

Izolacija norovirusne RNK je vrSena prema konzistencijii hemijskom sastavu fluida. Primena
razli¢itih metoda vrSena je kako bi se izbegli gubici RNK tokom procesa ekstrakcije i dobili
rezultati koji su ponovljivi. U sve uzorke pre pocetka izolacije dodata je ekstrakciona kontrola.
Ekstrakcija norovirusne RNK iz PBS, SGF, SIF i PJ vr§ena je pomoc¢u kita Ribo-Sorb.

Postupak izolacije:

- Odmereno je 450 pL pufera za razaranje virusnih partikula (/ysis buffer), nakon toga je dodato
100 pL interne kontrole, vorteksirani nekoliko sekundi i inkubacija 5 min;

- Mesavina je centrifugirana 1200 G/1 min;

- U mesavinuje dodato 25 pL sorbenta koji ima ulogu vezivanja RNK. Princip sorbenta je sli¢an
silikonskoj membrani. Centrifugiranje 1000 G/1 min je vrSeno kako bi se talog pod uticajem
centrifugalne sile zalepio za zid ependorfice;

- Odklanjanje necistoca vrseno je sa 400 pL rastvora za ispiranje (washing solution), uz vorteks.
U ovom koraku, vrsilo se duze vorteksovanje kako bi se sa taloga odklonila sva necistoca iz
uzorka koja moze da ometa proces amplifikacije;

- Centrifugiranje 1000 G/1min i odbacivanje te¢nog dela ,,supernatanta“;

- Dalje prec¢is¢avanje je vrSeno sa 500 puL hladnog 70% EtOH u dva ponavljanja. Nakon svakog
koraka prec¢is¢avanja odbacen je supernatant;

- Zavrs$no preciScavanje je vrSeno sa 400 uL acetona, uz vorteks. Centrifugiranje 1000 G/1min.
Supernatant je odbacen;

- Inkubacija 10 min/60°C sa otvorenim ¢epovima;

- Izolovana RNK je resupendovana u RNA-eluentu, 10 min /60°C uz periodi¢ano vorteksovanje.
Centrifugiranje 2 min / 14000 G;

- Izolovana RNK ie 7am 2 RO natrehe

Slika 16. Izolacija norovirusne RNK i RT-qPCR

Kompleksnost mleka kao matriksa uti¢e na izolaciju norovirusne RNK. Kvantifikacija HuNoV pre i
nakon dodavanja PPE vrSena je primenom tri metode (Slika 17). Setovi uzorka su identi¢no
pripremljeni. Za I set uzorka mleka koristio se kit Ribo-Sorb. Za II set uzorka, vrSen je predtretman
koji se sastojao od dodatka 1 uL proteinaze K uz zagrevanje 10 min na 37°C (Hennechart-Collette
et. al.,, 2017). Nakon predtretmana vrSena je izolacija sa kitom Ribo-Sorb. Izolacija norovirusne
RNK iz III seta izvr§ena je uz pomo¢ kita Direct-zol™ MiniPrep plus. Izvodenje izolacije III seta
uzorka vr8eno je u kombinaciji sa Trizol™ reagenasom i spin kolonom. Pre¢i$¢avanje je vrSeno
pomocu pufera za pranje. [zolovana RNK je ¢uvana u elucionom puferu na -78°C do dalje analize.
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L"\.I!Jﬁ'i_']ﬂ OOV ENESIEE
RNE iz mlcka
I set uzorka Il set uzorka I set uzarka
Izolacija kitom Ribo-Sorb Pre izolactje n Izolacija Direct-zol™
(Sacace, Biotechnologies, Italija) uzorke se dodaje MimiPrep plus
1 uL protemare K

Zagrevanje na 37 °C/10
o 1 s om kupatila

Irolacija kitom
Ribo-Sorb

Slika 17. Tri metode izolacije norovirusne RNK iz matriksa mleka
4.3.4. Redukcija HuNoV ekstraktom kore nara na sveZem povrcéu

Ceri paradajz i mladi luk su odabrani kao reprezentativno sveze povrée koje se koristi bez termicke
obrade u obliku salate, ready to eat hrane, sastojak Svedskog stola i druge vrste hrane. Kupljeni su
na lokalnoj zelenoj pijaci, dobro oprani i zavr$no isprani sa miliQ vodom. Sveze povrée je stavljeno

u sterilne petri Solje 1 njihove povrSine su sterilisane u laminarnoj komori pod dejstvom UV
svetlosti 20 min.

Sterilne povrSine veStacki su kontaminirane suspenzijom HuNoV (100 pL) i tretirane sa PPE
(mg/mL) u sterilnim uslovima sa kontaktnim vremenom 1 h na 25°C, prema slede¢em planu:

- Sterilne povrSine povréa vestacki su kontaminirane suspenzijom HuNoV (5 logio GE/uL)

» Metod I: suspenzija HuNoV (5 logio GE/uL) je naneta na povrSine svezeg povrca, nakon
susenja (15 min), dodat je je PPE (5 mg/mL);

» Metod II: Sterilne povrSine su tretirane sa PPE (5 mg/mL) i ostavljene da se osuSe 15 min,
nakon toga je naneta suspenzija HuNoV(5 logio GE/uL).

- Na sterilne povrsine Ceri paradajza i mladog luka naneta je miliQ voda (negativna kontrola)

Koncept metode brisa sa povrSina sveZeg voca nije odgovarao dizajniranom eksperimentu, pa se
koristila metoda elucije. Ekstrakcija norovirusne RNK zapoceta je eluiranjem sa 1 mL Trizol™
reagensom sa povrsina svezeg povrca, zatim su uzorci iz petri Solja sakupljeni i preneti u sterilne
obelezene tubice. U pripremljenim tubicama je predhodno dodata interna ekstrakciona kontrola.
Dalji tok izolacije vr$en je prema navedenom protokolu (Radin i D’Souza, 2011a).
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Slika 18. Izolacija netretirane (kontrola) i tretirane norovirusne RNK sa bioloskih povr§ina nakon 1h na 25°C.

4.3.5. Testiranje antinorovirusnog potencijala ekstrakta kore nara na povrSinama

Za testiranje antinorovirusnog potencijala PPE na povr§inama koristili su se sterilni pamucni
brisevi. Protokol uzimanja briseva sa povrsina koje se koriste za pripremu hrane vrSene su prema
standardnom protokolu ISO/TS 15216-1:2013 (Lowther et al., 2019).

a) Postavka eksperimenta:

Antivirusna aktivnost PPE je testirana na povrSinama koje se koriste za pripremu, odlaganje ili
skladistenje hrane. Odabrane reprezentativne povrSine su nerdajuéi celik i1 plastika. Izabrane
povrsine su oprane sa deterdZzentom bez hlora, isprane sa vodom i finalno sa destilovanom vodom.
Oprane povrSine su uvijene u aluminijumsku foliju i sterilisane u autoklavu pod pritiskom
(121°C/20 min). U sterilnim uslovima, sterilisane povrsine su obelezene (5 x 5 cm) i opet sterilisane
u laminarnoj komori 20 min. Testiranje antivirusne aktivnosti PPE vrSeno je na 25°C sa kontaktnim
vremenom lh. Tretman na povrSinama od nerdajuceg celika i plastike obuhvatio je nanos suspenzije
HuNoV koja je sluzila kao netretirana kontrola (5 logio GE/uL) i sterilni PBS (negativna kontrola).
Zatim drugi deo obeleZenih povrsina su kontaminirane sa HuNoV (5 logio GE/uL), nakon suSenja
(15 min), nanet je PPE (5 mg/mL).

......

i

Slika 19. Uzimanje uzorka sa povrsine od nerdajuceg celika
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b) Ekstrakcija HuNoV RNK Trizol™ reagensom

Zbog specifi¢nosti eksperimenta koristio se blago modifikovani direktan metod izolacije Trizol™
reagensom (Thermo Scientific™, SAD) (Radin i D’Souza, 2011b). Reagens Trizol™ je monofazani
obojeni rastvor na bazi fenola i gvanidin izotiocijanata.

Postupak ekstrakcije se izvodio u sterilnim uslovima i sastojao se od sledecih koraka:

Prvo su brisevi sakupljeni rotiraju¢im cik-cak pokretima. Zatim su stavljeni u 1 mL Trizol™

reagensa uz periodican vorteks i inkubirani 5 min na RT. Brisevi nakon inkubacije su uklonjeni
1z rastvora;

U uzorke je dodato 200 puL hloroforma (ChemPur, Nemacka). Uzorci su vorteksovani 1 min i
inkubirani 3 min na RT. Centrifugiranje 12,000 G 15 min/4°C, prema potrebi je produzeno dok
se jasno ne obrazuje granica izmedu, vodene i organske (obojene) faze. U vodenoj fazi nalazi se
ekstrahovana RNK koja se paZljivo odvaja i dalje precis¢ava. U organskoj fazi se zadrzavaju
proteini i druge nepoZeljene komponente. Organska faza se otklanja kao supernatant;

U vodenu fazu je dodato 500 pL izopropanola. Nakon kratkog vorteksa Vortex i inkubacije 10
min na RT vrseno je centrifugiranje 10,000 G 10 min/4°C;

Izdvojeni vodeni deo, odnosno supernatant se odbacio. Na dnu ependorfice se formirao beli
talog koji se ispirao sa 1 mL hladnog 70% EtOH. Nakon toga su utorci postavljeni na
centrifugiranje 7,500 G 10 min/4°C;

Ependorfice su polozene naopacke kako bi se talog osusio i zaostao EtOH ispario (7 min);
Resuspendovanje taloga vrSeno je u 40 pLL RNA. Uzorci su inkubirani na 55°C/5 min, uz
periodi¢an vorteks;

Izolovana RNK c¢uvana je u precis¢enoj DNA/RNA-za slobodnoj vodi na -78°C, do upotrebe.

4.3.6. Testiranje komercijalnih dezinfekcionih sredstava za redukciju HuNoV

4.3.6.1. Komercijalna dezinfekciona sredstva

Dezinfekciono sredstvo na bazi hlora (D1, aktivna komponenta: 4,5 g hlora oslobodenog iz
natrijum hipohlorita, <5% izbeljivaci na bazi hlora (natrijum hipohlorit), nejonski surfaktanti,
sapun, miris); Dezinfekciono sredstvo D1 testirano je koncentrovano i razblaZzeno sa miliQ
vodom do 250 ppm.

Dezinfekciono sredstvo bez slobodnog hlora (D2, aktivna supstanca: dimetilbenzil amonijum
hlorid 0,75 g/100 g proizvoda; alkil (C12-16); < 5% nejonski surfaktanti; katijonski surfaktanti,
miris). Deklarisano kao sredstvo bez slobodnog hlora i prema uputstvu proizvodaca testirano je
koncentrovano.

Komercijalno dostupne antibakterijske maramice, (hemijski sastav: hlorheksidin diglukonat
(chlorhexidine digluconate, 0,1%) i1 fenoksietanol (phenoxyethanol, CsHi002), predstavljaju
organska jedinjenja koja imaju ulogu dezinfekcionog sredstva i antiseptika u kozmetickim
proizvodima). Testiranje antivirusnog potencijala vlaznih maramica koje se Kkoriste
svakodnevno za brzu dezinfekciju ruku ili povrsina. Kvantifikovanje virusa izvrSeno je nakon
brisanja povrSina vlaznim maramicama.

4.3.6.2. Brisevi za testiranje potencijala dezinfekcionih sredstava

ICON brisevi (Biocontrol, Italija):

Specijalni brisevi za uzimanje uzoraka i detekciju ATP molekula na povrSinama; Specijalni
brisevi za detekciju ATP molekula u tecnim materijalima;

FLASH proteinski brisevi za detekciju rezidua proteina na povrSinama (Biocontrol, Italija);
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4.3.6.3. Povrsine za testiranje antivirusnog potencijala

- Reprezentativne kontaktne povrsine (nerdajuci celik i plastika). Odabrane povrsine predstavljaju
materijal koji svakodnevno dolazi u kontakt sa hranom i predstavlja rizik unakrsne
kontaminacije;

- Reprezentativne bioloske povrSine (Ceri paradajz i mladi luk). Odabrano je sveze povrée
kupljeno u lokalnoj prodavnici.

Za testiranje redukcione moc¢i dezinfekcionih sredstva u suspenziji, pomeSane su odabrane
zapremine navedenih dezinfekcionih sredstva i suspenzije humanih norovirusa. MeSavine su
inkubirane su u trajanju od 5 1 60 min za D1 (250 ppm), 60 min za D1 koncentracije 25 ppm i
15 min za koncentrovana D1 i D2.

PovrSine koje dolaze u kontakt sa hranom mogu biti kontaminirane sa drugim patogenim
mikroorganizmima. Prisustvo indikatora fekalne kontaminacije prikazuje generalnu higijenu ili
potencijalnu kontaminaciju povrSina entericnim virusima ili HuNoV.

Brza detekcija efikasnosti dezinfekcionih sredstava vrSena je metodom detekcije ATP molekula.
U tu svrhu je koris¢ena koliformna bakterija Escherichia coli (ATCC25922).

Odabrane reprezentativne povrsine (nerdajuci celik i plastika) oprane su sredstvom koje nije na
bazi hlora ili kvaterarnog amonijuma, zatim su isprane sa obi¢nom vodom i finalno sa
destilovanom vodom. Uvijene su u aluminijumsku foliju i sterilisane u autoklavu pod pritiskom
(20 min/121°C). Sterilne povrSine su prenete u laminarnu komoru, obelezene (5 x 5 cm) i
dodatno sterilisane u laminarnoj komori pod UV svetlom u trajanju od 15 min.

4.3.6.4. Priprema suspenzije bakterije Escherichia coli

Escherichia coli (ATCC25922). Cista kultura pripremljena je iz §toka: 50 uL kulture je preneto u 5
mL sterilnog Miler Hilton bujona (Hi Media, Srbija) inkubacija je izvrSena na 37°C/24 h. Broj
bakterija odreden je standardnom metodom McFarland (Biosan, Lativia). Pre koriS¢enja uredaja
McFarlanda vrSena je kalibracija standardima koji su oznaceni 0,5-10 koji su na bazi barijum-
hlorida (BaCl) i sulfatne kiseline (H2SO4). U prekonoénoj suspenziji Escherichia coli odreden je
broj éelija koji po gustini odgovara McFarland standardu 0,5 i iznosi priblizno 108 cfu/mL. Stok
suspenzije bakterije je decimalno razblazen (1 mL suspenzije : 9 mL fizioloSkog rastvora) do 10?
cfu/mL. Razli¢ite koncentracije E. coli (10>-107 cfu/mL), suspenzija HuNoV (u finalnoj
koncentraciji 10° i 10° GE/uL) i meSavina virusa (u finalnoj koncentraciji 10 GE/uL) i E.coli (107
cfu/mL) pripremljene su u fizioloSkom rastvoru. Pripremljene suspenzije su se koristile za testiranje
efikasnosti dezinfekcionih sredstava. Suspenzija HuNoV (PBS) se detektuje kao pozitivna reakcija
metodom detekcije slobodnog ATP-a, zbog Cega je Stok virusa na isti nacin pripremljen u
fizioloskom rastvoru. Zapremina od 100 pL navedenih suspenzija je naneta na obeleZene povrSine
(25 ¢cm?). Dezinfekcija povrSina kontaminiranih sa navedenim suspenzijama izvrSena je sa D1, D2 i
antibaktetijskim maramicama na 25°C. Testirana su razli¢ita kontaktna vremena i koncentracije: 5 i
60 min za D1 (250 ppm), 25 ppm (60 min), 15 min za koncentrovana D1 i D2. Eksperiment je
ukljucio i ispiranje povrsina nakon tretiranja (Tabela 3).

4.3.6.5. Tretman mesanih bakterijskih i virusnih kontaminenata na povrSinama
Primenjene su dve metode detekcije: Metoda ATP bioluminiscencije (metoda pracenje prisustva
norovirusa sa meSavinom koliforne bakterije E.coli) i RT-qPCR (pracenje prisustva i kvantifikacija

norovirusa, ispitana je antivirusna efikasnost primenjenih tretmana, kao i efikasnost detekcije
uredaja):
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4.3.6.6. LIGHTNING ATP metoda

Lightning ATP metoda se zasniva na detekciji prisutnog ATP-a. Ova metoda se najcesce koristi kao
kontrola higijene u sanitaciji prehrambenih pogona, koji ima HACCP verifikaciju. Rezultati uzetih
briseva sa obeleZenih i tretiranih povriina ogitavani su na aparatu MVP ICON® (Biocontrol, Italija).
Aparat ima instaliran program za detekciju i upozoravanje da je povrsina kontaminirana organskim
materijalom bilo kog porekla. Detekcija se vrSi specijalnim brisevima koji se nakon aktivacije

ubacuju u uredaj.
Otvaranje .‘ Uzimanje
: ‘. uzorka

~
0

Aktivirani bris se
stavlja u MVP
ICON uredaj

(55 cm)

\
Odabrati g Oditat
test rezultat

Slika 20. Postupak uzimanja brisa i o¢itavanje vrednosti ATP-a

-Negativna kontrola i Cista povrSina trebaju da se ocitaju u zoni 1,0-2,5, koja je oznacena
zelenom bojom (Pass);

-Zona 2,6-3 upozorava na moguénost prisutnosti nekih necisto¢a, oznacava se zutom bojom
(Warm);

-> 3 ukazuje prisutnost molekula ATP i takve povrSine se moraju podvrgnuti ponovnoj
sanitaciji, crvena boja (Fall).

Cisto Upozorenje Prijawa

Zone Cistoce

Slika 21. Zone oéitavanja Cistoce

4.3.6.7. RT-qPCR metoda

Brisevi su predhodno ovlazeni u fizioloskom rastvoru, nakon toga sa osuSenih povrsina, cik-cak
rotiraju¢im pokretima sakupljeni su uzorci sa povrSina. Za svaki uzorak napravljeno je 25
poteza kako bi uzorci bili sakupljeni na identi¢an nacin.
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Tabela 5. Pregled tretmana povrSina razli¢itim komercijalnim dezinfekcionim sredstvima

Uzorci Koncentracija Tretman Metod
. B L Lightni
Hemikalije ispireaija Ispiranje RT-qPCR liTI;ng
Negativna
* - - + +
kontrola /
, 102, 10%, 10* /
Ecol 105, 10°, 107 * - - +
Suspenzija /
51106
HuNoV? 101 10° GE/uL + + + +
D1 (250 ppm) .
D1 (conc) +
HuNoV+E.coli? D2 (conc) + + + +
10%+107 PPE
(5 mg/mL) + a4 +
Vlazne N .
maramice®

- negativna kotrola — bris sa sterilne povrsine i povrSine na koju je nanet fizioloski rastvor;

a) suspenzija HuNoV u fizioloskom rastvoru (6 log GE/uL);

b)  suspenzija Escherichia coli (102, 10°, 10, 10°, 10°, 107 cfu/mL) ;

¢) suspenzija HuNoV i D1 (250 ppm);

d)  suspenzija HuNoV (koncentracija 6 log virusnih GE/uL) u kombinaciji sa suspenzijom E.coli (107 cfu/mL) — meSavina se koristi za sve
planirane tretmane;

e) meSavina suspenzije HuVoV i E.coli, brisanje povrsine komercijalnim antibakterijskim maramicama.

4.4. Detekcija kapsida norovirusa na povrSinama

HuNoV imaju proteinski kapsid koji je rezistentan na nisku pH, organske rastvore i moze ostati
virulentan u spoljasnjoj sredini duzi vremenski period. FLASH® Allergen Indikator Protein test
(BioControl Systems, SAD) je proteinski vizuelni test koji omogucava brzu detekciju proteinskih
rezidua na povrSinama. Detekcija se manifestuje promenom boje te¢nosti u kojoj se nalazi bris.
Promena boje brisa ukazuje na prisustvo jedinjenja proteinskog porekla, ¢iji intenzitet zavisi od
koncentracije proteina na povrSinama. Obelezene sterilne povrSine (10 x 10 cm) su kontaminirane
sa 100 pL suspenzijom HuNoV (103-10® GE/uL). Kontaminirane povrsine su ostavljene da se osuse
na RT 15 min u sterilnim uslovima. Kolekcija briseva je sakupljena cik-cak rotiraju¢im pokretima.
Negativna kontrola (fizioloski rastvor) naneta je na povrsine od nerdajuceg celika i plastike kako bi
se potvrdilo odsustvo proteina. Kolekcija sakupljenih briseva je inkubirana na dve temperature:
25°C 1 70°C/10 min. Koncentracija rezidua proteina koja se moze detektovati na ambijentalnoj
temperaturi (25°C) je do 20 pg. Senzitivnost testa se povecava na 70°C ¢ime je moguce detektovati
rezidue proteina od 3 pg. Rezultati se ocitavaju vizuelno. Brisevi se nalaze u tecnosti koja u dodiru
sa proteinima menja boju, u rasponu od zelene do tamno ljubiCaste (zeleno-Cisto; sivo-zona
upozorenja; svetlo do tamno ljubicaste-prisutnost proteina).
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Uzimanje uzorka Aktivacija i Ocitavanje
(10x10) inkubacija brisa rezultata

Slika 22. Postupak uzimanja i o¢itavanja FLASH® alargen protein testa

4.5. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze kojoj predhodi reverzna transkripcija (RT-
qPCR)

4.5.1. Reagensi i kitovi za izolaciju RNK i RT-qPCR test

- Trizol™ reagens (Thermo Scientific™, SAD). Koristi se za izolaciju, kao lizirajuce sredstvo.

- Ostali reagensi koji su se koriste za izolaciju su navedeni u poglavlju Metode 4.2.;

- Kit Ribo Virus (Sacace, Biotechnologies, Italija);

- OneStep™ Inhibitor Removal Kit (Zymo Research, SAD);

- Kit Ribo-Sorb (Sacace, Biotechnologies, Italija);

- Proteinaza K (Thermo Scientific™, SAD);

- Kit Diect-zol™ MiniPrep plus (Zymo Research, SAD).

Reagensi i uredaji za kvantitativnu lancanu reakcije polimeraze kojoj predhodi reverzna
transkripcija (RT-qPCR) prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. Reakcione smeSe, protokol reakcije i uredaji za detekciju i kvantifikaciju humanih
norovirusa u razlifitim eksperimentima izvedenim u disertaciji.

Reagensi Zapremina Uredaj

Kit Quantification of Norovirus genotype 1 and 2, (PrimerTM Ltd, genesing, UK)

Oasing™ qRT-PCR MasterMix 10 uL
Norovirus Primer/Probe mix 1uL
Interna ekstrakciona kontrola L ul )
primer/probe mix " Applled
Biosystems
HuNoV RNK 8 uL 7500 Fast Real-
Time PCR
Ukupna zapremina 20 uL System

Amplifikacioni uslovi (45 ciklusa)

Reverzna 50°C/12mn

Pocetna faza transkripcija
Denaturacija 94°C/12min
Faza ciklusa Denaturacija 94°C/1 min
Aniling 50°C/1 min
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Ekstenzija

61°C/1 min

Kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase

(Thermo Fisher Scientific, SAD)

SuperScript III ™ RT/Platinum® Taq Mix 0,4 uL
2XSYBR Green reaction mix 10 uL
Reverse primer” 10 uM,

GII MON 431: 5> TGG ACI AGR GGI CCY AAY 0,4 uL
CA 3

Forward primer* 10 uM
MON 433: 5> GGA YCT CAT CCA YCT GAA CAT

3> 0,4 uL
*Primeri su dobijeni od Sigma-GenoSys (St. Louis, MO,

SAD)

ROX referentna boja (1:5) 0,5 uL
HuNoV RNK 8,3 uL
Ukupna zapremina 20 uL

Amplifikacioni uslovi (45 ciklusa)

Reverzna
Pocetna faza transkripcija
Denaturacija
Denaturacija
Faza ciklusa Aniling
Ekstenzija
Kriva topljenja
2x FastGene® IC Green One Step Mix
2x Fast IC Green One 10 uL
20x Scriptase 1 uL

Forward primer”,
MON 433: 5 GGA YCT CAT CCA YCT GAA CAT

3
Reverse primer”, 10 pM, 0.8 uL
GII MON 431: 5> TGG ACI AGR GGI CCY AAY ’

CA 3%

*Primeri su dobijeni od Sigma-GenoSys (St. Louis, MO,

SAD)

HuNoV RNK 8,2 uL
Ukupna zapremina 20 uL

Amplifikacioni uslovi (45 ciklusa)

Reverzna
Pocetna faza transkripcija
Denaturacija
Denaturacija
Faza ciklusa Aniling
Ekstenzija
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Applied
Biosystems
7500 Fast Real-
Time PCR
System
50°C/12mn
94°C/12mn
94°C/1 min
50 °C/1 min
61°C/1 min
77°C/00,09
95°C/00,15
50°C/01,00
Applied
Biosystems
7500 Fast Real-
Time PCR
System
45°C/10 min
95°C/2 min
95°C/5 s
50°C /20's
61°C/10 s
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77°C/0,09 s
Kriva topljenja 95°C/0,15 s
50°C/60 s
Rotavirus/Norovirus/Astrovirus Real-TM kit
(Sacace Biotechnologies, Italija)
RT-PCR-mix-1 2ulL
RT-PCR-mix-2 1 uL
Polymerase 0,1 uL
MMIY 0,05 pL Mic Real Time
RT-G-mix-2 0,05 uL PCR Cycler
Norovirusna RNK 1,8 uL (BioMolecular
Ukupna zapremina S5uL Systems,
Amplifikacioni uslovi (45 ciklusa) Australia)
Reverzna .
Pocetna faza transkripcija 30°C/12 min
Denaturacija 95°C/15 min
Denaturacija 95°C/10 s
Faza ciklusa Aniling 60°C/35 min
Ekstenzija 72°C/10 min

Za kvantifikovanje i identifikaciju HuNoV u razli¢itim uzorcima kori$¢ena je molekularna metoda
RT-qPCR. Real-time PCR ili PCR u realnom vremenu je metoda koja kombinuje standardnu
amplifikaciju i fluorimetriju. Upotrebom fluorescentne boje (SYBR Green) ili fluorescentno
obelezenih proba moguée je odrediti koli¢inu PCR produkta u realnom vremenu, nakon svakog
pojedinacnog ciklusa reakcije. S obzirom da je RT-PCR dizajniran za detekciju i kvantifikaciju
DNK molekula jedna od novijih metoda omogucéava detekciju i RNK molekula kao cDNK,
metodom reverzne transkripcije. Reakcija reverzne transkripcije i lancana reakcija polimeraze
odvijala se u jednom koraku u viSe ciklusa (One step RT-qPCR). Detekcija izolovane virusne RNK
je izvrSena koriS¢enjem specificnih prajmera. Amplifikacija delova nukleinskih kiselina i detekcija
signala umnozZenog specificnog produkta izvrSena je na instrumentu Applied Biosystems 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems StepOne TM,Thermo Scientific™, SAD), koristeci
PCR ploce (plate) sa 48 bunarica (Applied Biosystems, SAD).

Drugi deo eksperimenata je analiziran na savremenom uredaju Mic Real Time PCR Cycler koji
koristi najnoviji softver (BioMolecular Systems, Australija). Reakcije su se izvodile u Mic tubicama
(zapremina uzorka 5 pL).

Identifikacija, detekcija i kvantifikacija virusnih uzro¢nika izvrSena je upotrebom komercijalnih
kitova prema potrebi eksperimenta (Tabela 4):

- Kit Quantification of Norovirus genotype 1 and 2 (PrimerTM Ltd, genesing, UK) je
koriS¢en za pripremu standardne krive; identifikaciju 1 kvantifikaciju norovirusne RNK, kao
i posle tretmana sa MBE. Interna ekstrakciona kontrola detektovana je na drugom kanalu
oznac¢enom zutom bojom (Yelow), a Ct vrednosti se pojavljuju izmedu 31 + 3 ciklusa.

- Detekcija i kvantifikacija HuNoV sa kontaktnih povrsina (nerdajuci Celik i plastika) nakon
tretmana sa dezinfekcionim sredstvima izvrSena je koriS¢enjem Fast Gene IC Green One
Step miksa, na uredaju Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems StepOne, Thermo Scientific™, SAD).

- Detekcija i kvantifikacija HuNoV RNK iz PBS, SGF, SIF, PJ, mleka, sa bioloskih povrsina
pre/posle tretmana sa PPE izvrSena je na uredaju Mic Real Time PCR Cycler (BioMolecular
Systems, Australija) sa Rotavirus/Norovirus/Astrovirus Real-TM kitom (Sacace
Biotechnologies, Italija). Ovaj uredaj je nov na trziStu, dizajniran da detektuje izolovanu
RNK u minimalnoj zapremini od 5 pL. Prednosti uredaja su ekonomic¢nost PCR reagenasa,
savremen i unapreden softver ¢ime je ubrzano dobijanje rezultata reakcije.
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4.6. Transmisiona elektronska mikroskopija

Suspenzija HuNoV (PBS) finalne koncentracije 10° GE/uL sluzila je kao netretirana kontrola i
suspenzija koja je tretirana sa PPE (5 mg/mL) analizirani su transmisionom elektronskom
mikroskopijom (TEM). Uzorci su inkubirani u trajanju od 1 h na temperaturi od 37°C. Nakon
zavrsene inkubacije, uzorci su pripremljeni za TEM analizu. Prvo su fiksirani sa glutaraldehidom do
finalne koncentracije 2.5%. Fiksirani uzorci su naneti na mikroskopsku mrezicu, osuseni na RT 1
isprani destilovanom vodom. Negativno bojenje je vrSeno sa 4% uranil acetatom (Ultra Stain I).
Uzorci su analizirani koriS¢enjem uredaja Leica EM Stain (Microsystems, Austria) i posmatrani na
SM 12 transmisionom elektronskom mikroskopu (Philips/FEI, Holandija) na 80 kV. Digitalne slike
dobijene su koris¢enjem iTEM MegaView CCD kamere.

Suspenzija HuNoV
(inicijalna koncentracija 5 log GE/uL )

il M

Optimizacija Antivirusni efekat Perzistetnost Antivirusni efekat Antivirusni
metode tretmana ekstraktakore nara (2 humanth norovirusa ekstrakta kore nara efekat ekstrakta
biljnim mg/mL 1 5 mg/mL) u razli¢itim (5 mg/mL)u kore nara
ekstraktima fluidima razli¢itim fluidima (5 mg/mL) na
povréinama
Kontaktne Bioloske
ovriine ovriine
Izolacija Ribo-Virus (Sacace, L B
Biotechnologies, Italija) I I
I Nerdajuéi Ceri
. ] celik i radajz 1
Inhibitor removal kit Cl:-;s ;. i.l(la f:;; diail?kl
(Zymo Research, SAD) P

Direktna metoda
sa Trizol™

reagensom

Optimizacija metode

uzimanja brisa
(BIOCONTROL, Italija)

LIGHTNING FLASH metod (brzi
ATP metod protein test)

Fosfatni pufer Simulirana Simulirana Matiéni sok od Model hrane
(pH 7.2) gastri¢na te¢nost intestinalna te¢nost nara (pH 3.2) (mleko, pH 6.8)
(pH 1.3) (pH 7.5)
Transmisiona Direct-zol™
elekironska Ribo-Sorb (Sacace, Biotechnologies, Italija) MiniPrep plus
mikroskopija

Slika 23. Prikaz metoda koris¢enih u disertaciji i Sema plana rada

44



Ekstrakt kore nara (Punica granatum L.) kao prirodni antivirusni agens za redukciju humanih norovirusa in vitro
4.7. Statisticka analiza

Sve navedene analize izvrSene su u tri ponavljanja u tri nezavisna eksperimenta. Navedeni
eksperimenti su statisticki obradeni i analizirani, graficki i tabelarno prikazani u zavisnosti od
eksperimenta. Za statisticku obradu kori§¢en je paket Statistical Package for Social Sciences - SPSS
23 (IBM, SAD). Numericka obelezja su prikazana putem srednjih vrednosti (aritmeticka sredina) i
merom varijabiliteta (standardna devijacija). Komparacija vrednosti numerickih obeleZja izmedu
dve grupe vrSena je primenom Studenovog T-testa, dok je za poredenje izmedu viSe grupa,
primenjena jednosmerna analiza varijanse ANOVA 1 Tukey post-hoc test. StatistiCka znacajnost je
analizirana na nivou: p < 0,05.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA I DISKUSIJA
5.1. Kvantifikacija humanih norovirusa u suspenziji

Metodom apsolutne kvantifikacije primenom standarda poznate koncentracije odreden je broj
humanih norovirusa u suspenziji (PBS). Kapsid oznacen kao pozitivna kontrola (standard) sluzio je
za dobijanje standardne krive (Grafik 1). Uzorci nepoznate koncentracije HuNoV su analizirani i
poredeni sa standardom poznate koncentracije. Koeficijent korelacije pokazuje koliko standardna
kriva odgovara ispitivanim uzorcima i iznosila je za sve uzorke R=0,9999%, §to je u skladu sa
standardima za primenu ovakvog nacina analize. Metodom apsolutne kvantifikacije odreden je broj
humanih norovirusa u 1% suspenziji (PBS) i iznosi u proseku 6 logio GE /uL. Za dalje eksperimente
koristila se 1% suspenzija koja je prema potrebama analize razblazena do ciljane koncentracije.

Standardna kriva

33
y=-1.434 In(x) + 36.684

2=
30 e R*=0.,9999
= -
g 27 S
o
D
2
*Cj 24 Q
21
S
18
L]
15
1.00E+01 1.00E+02 1.00E+03 1.00E+04 1.00E+05 1. 00E+06

Broj genomskih kopija
(log;y GE/uL)

Grafik 1. Standardna krva dobijena reakcijom RT-qPCR na instrumentu Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System

5.2. Antivirusni potencijal ekstrakta lekovitih biljaka

Savremena medicina i proizvodnja hrane se sve viSe okrecu ka alternativnim prirodnim
antimikrobnim jedinjenjima koja direktno ili indirektno uti¢u na zdravlje ljudi. Bioloski aktivna
jedinjenja iz Dbiljaka, ekstrakti i etarska ulja su od davnina poznata po nutritivnom,
antioksidativnom, antimikrobnom potencijalu i primeni u prevenciji mnogih bolesti (Gutiérrez-del-
Rio., 2018; Zalan, 2015). Antivirusni potencijal 11 ekstrakta lekovitih biljaka je testiran u razlicitim
koncentracijama (0,2; 1,0; 2.5 mg/mL). Ekstrakti su rastvoreni sa 5% DMSO i u mesavini 5%
DMSO + 30% EtOH. Primeceno je da se ekstrakti nisu dobro rastvarali u 5% DMSO, odnosno da je
formiran talog koji je kod nekih uzoraka izraZzen. U meSavini rastvaraca 5% DMSO + 30% EtOH
rastvorljivost ekstrakta se znatno poboljSala, Sto je uticalo na poboljSanje antivirusne aktivnosti.
Potencijal ekstrakta moZe se definisati koncentracijom bioaktivnih jedinjenja, rastvaraca (metanola,
etanola, vode i drugih) i odabranom koncentracijom (Ahmad et al., 2017). Takode, 5% DMSO i 30
% EtHO su testirani na HuNoV 1 nije dobijena redukcija virusa u suspenziji. Ekstrakti: SRE, SSE,
MAE su imali talog pri koncentraciji 0,4 mg/mL, dok je GLE imao srednju koli¢inu taloga. Svi
ostali ekstrakti su se dobro rastvorili ili su imali zanemarljivu koli¢inu taloga (Tabela 6).
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Tabela 6. Uticaj rastvaraca na promenu rastvorljivosti i potencijala suvih ekstrakta lekovitih
biljaka primenom rastvaraca 5% DMSO i meSavine 5% DMSO + 30% EtOH.

Rastavarac
Ekstrakti Sifra 59 DMSO 59, Dl;gthHJ, 30%
Prisutnost taloga
Sideritis raeseri SRE Ima Malo
Gentiana asclepiadea GAE Vrlo malo U tragovima
Aronia melanocarpa AMLE Malo Nema
Gentiana lutea GLE Ima U tragovima
Helichrysum plicatum HPE Malo U tragovima
Hypericum perforatum HyPE Ima Nema
Aronia melanocarpa AMFE Malo Nema
Satureja subspicata SSE Malo Nema
Mahonia aquifoli MAE Ima Nema
Punica granatum PPE Malo Nema

Vitis vinifera var.
Prokupac WPE Malo Nema

Biljni ekstrakti su bogati polifenolnim jedinjenjima koji mogu da inhibiraju PCR reakciju (Schrader
et al., 2012), zbog Cega su u navedenim eksperimentima prvo testirani u malim koncentracijama.
Antivirusna efikasnost razliCitih koncentracija LBE za redukciju HuNoV cCestica, testirana je na
37°C sa kontaktnim vremenom 1h u in vitro uslovima (Tabela 7). Odabrana temperatura predstavlja
pribliznu temperaturu ljudskog tela. Suspenzija HuNoV pripremljena je u 5% DMSO, 30% EtOH i
u njihovoj mesavini, pri cemu navedeni rastvaraci nisu imali uticaj na redukciju virusnih Cestica.
Suspenzija norovirusa pripremljena u 5% DMSO za navedene eksperimente se koristila kao
netretirana kontrola. Redukcija HuNoV > 1 logio GE/uL je dobijena sa koncentracijom 1 mg/mL sa
ekstraktom lista Aronia melanocarpa (AMLE), ekstraktom uparenog vina Prokupac (WPE) i
ekstraktom Hypericum perforatum (HyPE) (Zivkovié et al., 2018). Akram et al. (2018) su
publikovali podatke 1982-2017 o antivirusnom potencijalu Hypericum spp. protiv razli€ith virusnih
bolesti kao Sto su influenca, hepatis, HIV, herpes simpleks virus a za koje su sprovedene klinicke
studije. Hypericum perforatum L. je u narodu poznat kao kantarion ili gospina trava, a predstavlja
bogat izvor hipercina, pseudohipericina, hiperforina, hlorogenske, neohlorogenske, kafeinske, 2,4-
dihidroksibenzoeve kiseline, kvercetina, kvercitrina, rutinina, (+) katehina, (-) epikatehina i drugih
bioloskih aktivnih jedinjenja. Zbog svog hemijskog sastava i farmakoloskog efekta dobro je
proucavan i odavnina se koristi u kozmetici ili alternativnoj medicini (Cirak et al., 2016, de
Carvalho Meirelles et al., 2019). Nedavno je antivirusni efekat HyPE prvi put potvrden na bronhitis
virus. Tretman HyPE se sastojao od 120 mg/kg tokom 5 dana, rezultati su ukazali na redukciju
virusa, smanjenju zapaljenja duSnika i bubrega. Za redukciju bronhitis virusa koristila se znatno
visa koncentracija HyPE u odnosu tretman na HuNoV (Chen et al., 2019). Takode, najnoviji podaci
ukazuju na znacajne zdravstvene i antivirusne efekte ovog ekstrakta u ciklusu SARS-CoV-2
infekcije (Bajrai et al., 2021). Farmaceutske kompanije narucito u Evropi koriste Hypericum
perforatum kao antimikrobno i antiinflamatorno sredstvo (Siintar et al., 2015; Bolgen et al., 2020).
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Pored antivirusnog efekta HyPE pokazuje znaCajan antibakterijski (Saddige et al., 2020) i
antifugalni potencijal (Tocci et al., 2018).

Neki od ekstrakata kao §to su Hypericum perforatum, plod Aronia melanocarpa (AMFE) i Punica
granatum peel (PPE) pokazali su bolju redukciju HuNoV kada su prvo rastvoreni u meSavini 30%
EtOH sa 5% DMSO (p < 0,05) (Tabela 7). Dobijena redukcija HuNoV AMFE (1 mg/mL) je
znacajna ukoliko se uzme u obzir da je koncentracija ekstrakta minimalna, a plod bogat izvor
polifenola. Aronia melanocarpa je poslednjih godina dozivela ekspanziju popularnosti zbog
antioksidativnog, antiinflamatornog, antimutagenog efekta, pozitivnog uticaja u prevenciji
dijabetesa i opSteg zdravlja ljudi. NajceSce se koristi kao sok, ¢aj ili suplement (Borowska and
Brzoska, 2016). Etanolni ekstrakt Aronia melanocarpa je pokazao znaCajnu antibakterijsku
aktivnost prema Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Cronobacter sakazakii i Salmonella Enteritidis (Denev et al., 2019; Efenberger-Szmechtyk
et al.,, 2020). Na osnovu pregledane literature ovo su prvi objavljeni rezultati o antinorovirusnoj
aktivosti ekstrakta Aronia melanocarpa (Zivkovié et al., 2018). Antivirusni potecijal ploda aronije
testiran je na razliCite podtipovima influenza virusa u in vitro i in vivo uslovima. Njihov zakljucak
je da antivirusna aktivnost ploda aronije potice od bioaktivnih jedinjenja kao Sto je elagna kiselina i
miricetin (iz klase flavanoida) (Park et al., 2013). Banjari et al. (2017) su objavili podatke koji
ukazuju da bioaktivna jedinjenja iz aronije povoljno uticu na zdravlje i imunitet, protiv
kardiovaskularnih bolesti, avitaminoze, hipertenzije i drugih bolesti.

Takode, dobijena je antinorovirusna aktivnost ekstrakta crnog vina srpske autohtone sorte vinove
loze Prokupac, §to spada u prve zvani¢ne objavljene rezultate do sada (Zivkovi¢ et al., 2018).
Resveratrol je glavni sastojak crvenog vina i predstavlja polifenolno jedinjenje koje je proucavano
zbog svoje farmakoloske vrednosti. Resveratrol je pokazao antivirusni efekat u in vitro 1 in vivo
uslovima. Njegov antivirusni potencijal je ispitan na influenci, hepatitisu C, variceli i respiratornom
sinicicijalnom virusu (Zhang et al., 2013; Cheng et al., 2014; Zhang et al., 2017). Dobijena
antinorovirusna aktivnost sa WPE u nasim eksperimentima je u skladu sa istrazivanjima Oh et al.
(2015) koji su pronasli da crveno vino i resveratrol imaju antivirusno dejstvo na surogate HuNoV
(MNV-1 i FCV) u pocetnom stadijumu infekcije.

Redukcija HuNoV u intervalu od 0,5-1 logio GE/uL dobijena je sa koncentracijama od 0,4 mg/mL
WPE, PPE i HyPE; 1,0 mg/mL GAE i AMFE; 2,5 mg/mL GAE i AMFE (p < 0,05).
Antinorovirusna aktivnost ekstrakta za redukciju HuNoV koja je na nivou < 0,5 logio GE/uL nije se
smatrala efikasnom (p > 0,05). Dobijena redukcija je znacajna, ukoliko se uzme u obzir da su
testirani ekstrakti u nizim koncentracijama nego Sto se inace koriste. Drugi ispitani MBE su
pokazali redukciju ispod 0,5 logio GE/uL i nisu bili od znacaja za dalje ispitivanje na
antinorovirusnu HuNoV (Tabela 7). Dalja optimizacija navedene metode izolacije norovirusne
RNK nakon tretmana sa ekstraktima medicinskih biljaka i primenom ve¢ih koncentracija moze biti
tok buducih istrazivanja. Na osnovu redukcije LBE, formiranja taloga, specificnosti eksperimenata i
inhibitornog uticaja na RT-qPCR u toku ponavljanja bez dodatnog preciS¢avanja nakon tretmana,
izabran je PPE za dalja i detaljna eksperimentalna istrazivanja.
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Tabela 7. Antivirusna aktivnost ekstrakta medicinskih biljaka na humani norovirus koji se
prenosi putem hrane sa kontaktnim vremenom 1h na 37°C.

Koncentracija lekovitih biljnih ekstrakta

0,4 (mg/mL) 1 (mg/mL) (mé/,ilL)
. 5% DMSO . 5% DMSO + 5%
S%DMSO™  agepion V0 PMSOT  Tag0 ko DMSsO®
Redukcija HuNoV®<d
Ekstrakt (logio genomskjih ekvivalenata/pL)

SRE 0,33 +£0,01 NR 0,28 £0,03 - -

GAE 0,49 £ 0,04 - 0,59+ 0,01 - 0,79 £ 0,07
AMLE  0,45+0,02 - 1,06 £ 0,05 - -

GLE 0,45+ 0,01 - 0,46 + 0,01 - 0,26 +£ 0,04
WPE 0,79 £ 0,02 0,30 £ 0,01 1,21 £ 0,01 - -

HPE - 0,48 £0,03 0,22 +£0,02 - 0,32 +£0,01
HyPE ND 0,93 £0,01 ND 1,38 £0,01 -
AMFE 0,12 +0,03 0,28 £ 0,03 0,29+0,05 0,66+0,02 0,55+0,02

SSE 0,23 £0,01 NR NR - 0,13+0,01
MAE NR - 0,21 £0,01 - NR

PPE 0,70 £ 0,03 0,83 +0,03 - - -

5}

Suspenzija HuNoV u 5% DMSO (netretirana kontrola, inicijalna koncentracija 5 + 0,04 GE/uL) sluzila je za poredenje sa LBE.

o

NR - nema redukcije

o

ND - nije detektovano

(=9

- - Nije radeno

5.3. Hemijska analiza ekstrakta kore (PPE) i mati¢nog soka ploda nara (PJ)

Kora nara je poznata kao bogat izvor fenola. U ispitivanom uzorku PPE, spektrofotometrijski
detektovan je visok sadrzaj fenola 320,16 mg GAE/g i tanina 17,37 %. HPLC analizom odredene su
dominatne aktivne komponente: punikalin (197,13 mg/g) i punikalagin (86,93 mg/g) (Slika 24 i
Tablela 8).

Pikovi: X
. 1- Galna kiselina i

2- Punikalin
L 3- Punikalagin (0+f)

4-Elagnm
: a

) |
o | .
o
2 i
n 3 |
}
i 1 | o 1
I'- i |r'| e l \'LJJ L[ﬁ | J
;_J—-«.‘u J“-‘ M N A B S U, : L‘ ) W Muﬁ e LJ‘ L
R M DA RS MMM BT B : —— .,

Etanolni ekstrakt kore nara Komercijalni sok od nara

Slika 24. HPLC hromatogram (A =260 nm) 70% etanolnog ekstrakta kore nara i komercijalnog soka od nara
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Tabela 8. Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g DW za PPE i mg GAE/100 mL mati¢nog soka nara),
ukupan sadrzaj tanina (%) i individualne polifenolne komponente (mg/g DW) u ekstraktu kore
ploda nara (PPE) i mati¢nog soka od nara (PJ).

Komponente PPE PJ
Ukupan sadrzaj fenola 320,16 £ 2,39 146,00 £ 2,01
Ukupan sadrzaj tanina 17,37 £ 0,64 5,21 £0,22

Punikalagin 54,23 £ 1,65 43,23+ 1,45

Punikalin 197,13 £3,48 86,93 £ 2,45
Galna kiselina 6,83 £ 0,53 6,69 + 0,33
Elagna kiselina 25,42 + 0,80 6,49 £ 0,71

Ekstrat kore ploda nara je odabran za dalje eksperimente zbog znaCajne redukcije HuNoV i
minimalne inhibicije na RT-qPCR reakciju. Visoka koncentracija ukupnih fenola (320,16 mg
GAE/g) i tanina (17,37%) u naSem uzorku je u skladu sa rezultatima koji su objavili Hasnaoui et al.
(2014) i Li et al. (2015) za njihov uzorak PPE sadrzi visoku koncentraciju ukupnih fenola (261,70
mg GAE/g). HPLC analizom uzoraka ekstrakta i maticnog soka ploda nara utvrdene su dominatne
komponente punikalin (197,13 mg/g za PPE i 86,93 mg/g za PJ), zatim punikalagin (54,23 mg/g za
PPE i 43,23 mg/g za PJ). Moradi et al. (2019) su objavili analizu hemijskog sastava njihovog
uzoraka PPE koji sadrzi pribliznu koncentraciju ukupnih fenola (233 mg GAE/g) kao §to je
dobijeno drugim istrazivanjima, ali frakcija dobijena etilacetatom sadrzi znacajno vecu
koncentraciju ukupnih fenola (629 GAE/g). Sadrzaj elagne kiseline iznosio je u komercijalnom PJ
(6,49 mg/g), dok je znatno visi u PPE (25,42 mg/g). Sli¢ne rezultate objavili su Li et al. 2015 da su
punikalagin i elagna kiselina dominatne komponente analiziranih polifenola koji su ekstrahovani iz
kore ploda nara sakupljenih iz razlicitih voénjaka u Kini. Komercijalni mati¢ni sok je deklarisan
kao 100% prirodni sok nara, bez dodataka. Utvrdeno je da su koncentracije dominatnih bioaktivnih
komponenti bile znatno nize: 86,93 mg/g (punikalin) i 43,23 mg/g (punikalagin) u odnosu na
ekstrakt. Danas su dostupne razli¢ite formulacije soka kao 100% prirodni, sokovi sa razli¢itim
procentom nara (18-85%), gazirani i koncentrati. Razli¢itim analizama utvrdeno je da PJ ima tri
puta vecu antioksidativnu aktivnost nego crveno vino ili zeleni ¢aj (Gil et al., 2000) i 2-8x viSe nego
Sto je detektovana u soku od grozda, brusnice, grejpa ili narandZze (Rosenblat et al., 2006).
Komercijalno dostupni sokovi su obi¢no nutritivno osiromaseni i njihove karakteristike su odredene
sortom, procesom proizvodnje i na¢inom skladiStenja. Koncentracija punikalagina je do osam puta
manja u industrijski proizvedenom 100% soku od nara u odnosu na prirodno cedeni (Mathon et al.,
2019). U wuzorku PJ koncentracija bioaktivnih jedinjenja je niza u odnosu na PPE. Nize
koncentracije bioaktivnih jedinjenja reflektovale su se kroz smanjenu redukciju HuNoV u
poredenju sa PPE.

5.4. Antivirusni potencijal ekstrakta kore nara u in vitro uslovima
5.4.1. Redukcija humanog norovirusa ekstraktom kore nara

Antivirusni efekat PPE je ispitan u in vitro uslovima u koncentraciji 2 mg/mL i 5 mg/mL na
temperaturi 25°C 1 37°C sa kontaktnim vremenom lh. Redukcija HuNoV u suspenziji nakon
tretmana sa PPE na 37°C je 1,32 + 0,06 (2 mg/mL); 2,4 + 0,09 (5 mg/mL) logio GE/uL (p < 0,05)
(Grafik 2). Redukcija nakon tretmana sa PPE na 25°C je 1,22 + 0,01 logio GE/uL (2 mg/mL) i 2,04
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+ 0,05 logio GE/pL (5 mg/mL). Dobijeni rezultati ukazuju da nema statisticke znacajnosti izmedu
odabranih temperatura, odnosno da temperatura u intervalu od 25-37°C ne uticCe statisticki znacajno
na redukciju HuNoV ili poboljsanje delovanja PPE nakon 1 h (p > 0.05) (Grafik 2).

6
B HuNoV+5 % DMSO 25°C
5 4
B HuNoV+5 % DMSO 37°C
=
2 4 -
8 ® HuNoV+PPE 2 mg/mL 37°C
>
°
Z 3 -
E B HuNoV+PPE 5 mg/mL 37°C
S
=)
- 2
® HuNoV + PPE 2 mg/mL 25°C
1 4
= HuNoV + PPE 5 mg/mL 25°C
0 -
Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD). Svi rezultati si izvedeni u tri replikata u tri nezavisna
ponavljanja. Suspenzija HuNoV + 5 % DMSO na 25°C i 37°C koristila se kao netretirana kontrola i poredila se sa suspenzijom
koja je tretirana sa PPE 2 mg/mL i 5 mg/mL na 25°C i 37°C na nivou statisticke znacajnosti (p <0,05). Temperature izmedu

Grafik 2. Antinorovirusni efekat ekstrakta kore nara u suspenziji na 25 °C i 37°C.

Mnoge studije su ukazale na termicku stabilnost virusa i da temperature iznad 50°C nisu efikasne u
inaktivaciji virusa. Joshi et al. (2015) su testirali uticaj ekstrakta semena grozda (grape seed extract,
GSE) na sobnoj temperaturi i 37°C, promenu redukcije sa pove¢anjem koncentracije, kontaktnog
vremena ekstrakta i surogata HuNoV (FCV, MNV i HAV). Koncentracija 2 mg/mL GSE
redukovala je MNV i FCV ispod granice detekcije metode nakon 6 h na obe temperature. Navedeni
podaci o termickoj stabilnosti virusa su u skladu sa dobijenim rezultatima u ovoj disertaciji,
odnosno da nema statisticke razlike izmedu 25°C 1 37°C.

Prema Sanchez i Bosch (2016) stabilnost virusa u hrani zavisi od tipa virusa, pH vrednosti,
temperature, relativne vlaznosti i vrste hrane. Specificnost amplifikacije netretirane suspenzije
norovirusa i nakon tretmana norovirusa sa PPE na razli¢itim temperaturama potvrdena je krivom
topljenja specificnom za norovirus (Tm 81,78 + 0,22°C). Analiza krive topljenja sa jednim pikom
ukazuje na formiranje jednog RT-qPCR proizvoda i odsustva nespecifi¢nih artefekta (poreklom iz
PPE) i prajmer-dimera (Slika 25).
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Slika 25. Kriva topljenja za sve amplikone je iznosila 81.78°C. + 0.22°C $to ukazuje na specifi¢nost RT-qPCR reakcije.

Galna i elagna kiselina predstavljaju dominatne fenolne kiseline u ekstraktima. Sadrzaj fenola u
ekstraktima se izrazava preko mg galne kiseline. Testiran je antinorovirusni potencijal galne i
elagne kiseline (5 mg/mL) kao dominatnih organskih kiselina u ekstraktu kore nara. Suspenzija
HuNoV je inkubirana sa kiselinama na 37°C i nakon 1 h nije dobijena statisticki znacajna redukcija
(p > 0,05). Galna kiselina i kvercetin predstavljaju glavne komponente, izolovane iz prirodnog soka
od kupine ali nisu imale redukcionu sposobnost na surogate HuNoV (Oh et al., 2012). Punikalagin,
luteonil, elaginska i kafeinska kiselina izolovane iz ekstrakta nara koristile su se za ispitivanje
antivirusnog potencijala influence. Dobijeni rezultati istrazivanja su ukazali da je najefikasniji
punikalagin (Haidari et al., 2009). Polifenoli iz ekstrakta i prirodnih sokova predstavljaju
obecavajuca jedinjenja za antivirusni tretman. Antimikrobna aktivnost PPE moZe se objasniti
sastavom 1 Sirokim spektrom polifenolnih komponenti (delfidin, cijanidin, pelargonidin, galski i
elagicni derivati, punikalin, punikalagin i drugi) (Al-Hassnawi, 2017).

5.4.2. Redukcija humanih norovirusa u modelu hrane i simuliranim gastrointestinalnim
fluidima

Suspenzija HuNoV u fosfatnom puferu (PBS, pH 7,2; netretirana kontrola) je sluZila za poredenje
perzistetnosti HuNoV u gastri¢nom fluidu (SGF, pH 1,3), intestinalnom fluidu (SIF, pH 7,2), mleku
sa redukovanim sadrzajem masti (0,5% m.m.; pH 6,2), komercijalnom maticnom soku od nara (PJ;
pH 3,2) i za testiranje antivirusne aktivnosti PPE. Inicijalna koncentracija HuNoV za sve rastvore je
5,01 + 0,04 logio GE/uL. Kvantifikacija HuNoV izvrSena je apsolutnom kvantifikacijom, primenom
standardne krive (Grafik 1). Smese HuNoV u PBS, mleku i PJ su inkubirane 1 h, 2 hi 6 h na 37°C
(Grfik 3a, Slika 26). U ranijim eksperimentima, potvrdeno je da PBS nema uticaj na redukciju
HuNoV (Verhaelen et al., 2012; Kotwal i Cannon, 2014) §to je potvrdeno i u naSim eksperimentima
(Zivkovié et al., 2018).
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Slika 26. Prikaz amplifikacionih kriva perzistetnosti humanih norovirusa u fosfatnom puferu (PBS), simuliranim gastri¢nim (SGF), intestinalnim

(SIF), mleku i soku (PJ) nakon 2h.

Pored toga, ispitana je perzistetnost HuNoV pri razli¢itim pH vrednostima i kroz statisticku obradu
podataka sagledao se uticaj niske pH vrednosti na antivirusni efekat PPE. Postoji veliki broj studija
koje proucavaju antivirusnu aktivnost prirodnih ekstrakata, kao zamena za hemijska jedinjenja koja
se dodaju u hranu i imaju Stetan efekat na zdravlje ljudi. Antivirusni efekat PPE (5 mg/mL) na
HuNoV je testiran u mleku, SGF, SIF i redukciona sposobnost se poredila sa PJ i netretiranom
kontrolom. Antivirusni efekat PPE (5 mg/mL) je testiran na HuNoV (koncentracije 5 + 0,04 log10
GE/uL; PBS), nakon inkubacionog vremena na 37°C, detektovano je 2,60 £+ 0,04 (1 h); 2,18 = 0,05
(2h) 11,62 +0,03 logio GE/uL (6 h) (p < 0,05) (Grafik 3a, Slika 26). Statisticki znacajno smanjenje
utvrdeno je RT-qPCR, a antivirusni efekat PPE je potvrden TEM analizom (Slika 29). Prilikom
analize na TEM i koris¢enjem razli¢itih uvelicanja nakon tretmana sa PPE (1 h) uocene su
morfoloske promene kapsida HuNoV u odnosu na netretiranu kontrolu, HuNoV (PBS). Sli¢ne
morfoloSke promene uoCene su nakon tretmana sa ekstraktom semena grozda na Cestice slicne
virusu HuNoV GIIL.4 (Li et al., 2012). Takode, morfoloske promene u strukturi FCV i MNV nakon
tretmana sa proantocijanima borovnice su slicne sa promenama u strukturi HuNoV nakon tretmana
sa PPE (Joshi et al., 2017). Medutim, mehanizam delovanja ekstrakta i bioaktivnih jedinjenja jos
uvek nije potpuno jasan i zahteva dalja istrazivanja. Slicno istraZivanje antivirusnog efekta vrseno je
sa polifenolima nara u koncentracijama 2 mg/mL, 8 mg/mL i 32 mg/mL na surogate HuNoV (FCV-
F9, MNV-1 i MS2), nakon 1 h na sobnoj temperatauri. Redukcija FCV-F9 dobijena je sa
polifenolima u odabranim koncentracijama pri ¢emu je virus bio ispod granice detekcije metode (Su
et al., 2010). Pored surogata HuNoV, antivirusni efekat etanolnog rastvora PPE testiran je i na virus
influence i adenoviruse, pri ¢emu je dobijena znacajna inhibicija (Karimi et al., 2020; Moradi et al.,
2019). Zabelezeni su i najnoviji podaci o antivirusnom delovanju etanolnog ekstrakta nara i
punikalagina prema alfa soju Covid-19 virusa (Salles et al., 2021). Danas, PPE se moze kupiti
inkapsuliran u obliku suplementa ili kao ¢aj koji se kao prirodna supstanca moze koristiti u jacanju
imuniteta. Jedinjenja izolovana iz PPE potencijalno mogu da uticu na jacanje imuniteta i kao
funkcionalna hrana mogu da budu korisni u prevenciji infekcije HuNoV. Najnoviji podaci ukazuju
na mogucnost koriS¢enja u prevenciji bolesti kao sto je Covid-19 (Singh et al., 2020). Nekoliko
studija je pokazalo da polifenoli iz PPE mogu da inhibiraju i redukuju aktivnost virusnog kapsida
§to moze biti znacCajno u tretiranju SARS-CoV-2 infekcije. S obzirom da je dijareja jedan od
simptoma i Covid-19 i HuNoV infekcije, koriS¢enje PPE mozda moze biti znacajno kao preventivna
mera ili olakSavanje simptoma. Naravno, svaka preporuka zahteva dodatno dalje ispitivanje.
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<0.05.

Grafik 3a. Perzistetnost humanih norovirusa pod uticajem pH vrednosti < 7 u razli¢itim rastvorima.

Deo istrazivanja ove disertacije obuhvatio je perzistentnost HuNoV u razli¢itim suspenzijama i
uticaj niske pH vrednosti na antivirusni efekat PPE. Perzistentnost HuNoV testirana je u mleku kao
modelu hrane koji ima kompleksni matriks, koje zbog prisustva razlicitih slozenih jedinjenja moze
pokazati protektivni efekat prema HuNoV pri izolaciji i delovanju PPE. Prilikom delovanja PPE,
antivirusni efekat je smanjen u mleku za oko 20% nakon 1 h, 2 h i 6 h u poredenju sa redukcijom
HuNoV (PBS) nakon dodatka PPE (p < 0,05) (Grafik 3 a, b, c). Perzistetnost HuNoV u mleku sa
niskim procentom mle¢ne masti nakon tretmana sa PPE (5 mg/mL) je 3,34 + 0,08 (1 h), 3,07 £ 0,04
(2 h)i 2,54 0,1 (6 h) GE/uL. Rezultati su ukazali na to da u poredenju sa drugim rastvorima
antivirusna efikasnost PPE u kompleksnom matriksu hrane ima sposobnost da redukuje virus za oko
91% (Grafik 3b). Studije u kojima je ispitivana antibakterijska aktivnost biljnih ekstrakta na E. coli
O157:H7, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes i Pseudomonas fluorescens u matriksu mleka
ukazuje na smanjenu antibakterijsku aktivnost u zavisnosti od procenta mle¢ne masti. Sli¢na studija
je uradena ispitivanjem crnog Caja na Streptococcus mutants, ¢ija je antibakterijska aktivnost
smanjena dodatkom mleka. Ovaj fenomen se objaSnjava interakcijom bioaktivnih jedinjenja sa
komponentama iz mleka i protektivnim efektom (Hasnaoui et al., 2014; Horm et al., 2012). Takode,
u jednoj studiji je testiran antibakterijski efekat esencijalnog ulja crnog cimeta na L.monocytogenes
u mleku, redukcija u punomasnom mleku je bila samo 1 log CFU/mL, dok je u uzorku sa
redukovanim procentom mle¢ne masti redukcija bila 3 log CFU/mL (Cava et al., 2007).

Perzistetnost HuNoV 1 antivirusna efikasnost PPE je ispitana u simuliranim gastricnim (SGF, pH
1.3) i intestinalnim (SIF; pH 7,5) fluidima. Mesto umnoZavanja HuNoV je gastrointestinalni trakt,
zbog Cega se predpostavlja da niska pH vrednost u SGF, kao ni hemijski sastav SIF-a, nisu imali
uticaj na redukciju virusa. Suspenzije HuNoV u SGF i SIF su inkubirane na 2 h i 6 h, navedena
inkubaciona vremena na 37°C su odabrana kako bi se simuliralo vreme prolaska oralno
konzumiranih komponenti kroz gastrointestinalni trakt. U poredenju sa kontrolom (HuNoV u PBS,
5,01 + 0,04 logio GE/pL) uticaj pH vrednosti na smanjenje broja ¢estica HuNoV u SGF (pH 1,3; 2
h) i SIF (pH 7,5; 6 h) nije statististicki znacajan (p > 0,05) (Grafik 3a, Slika 26). Jedna od studija
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ukazuje da pH 2-3 kao i enzimi koji uCestvuju u procesu varenja (pepsin, tripsin i himotripsin) nisu
izazvali oSte¢enja VLPs cCestica nakon 4 h (Chassaing et al., 2020). Koncentracija VLPs Cestica pri
pH 1,3 nakon 4 h je znacajno krenula da opada, dok se za HuNoV GII.4 nije menjala. Stabilnost
kapsida se razlikovala izmedu VLPs Cestica i HuNoV koji pripadaju istom genotipu (Robin et al.,
2019; Chassaing et al., 2020). Pri niskoj pH vrednosti, PPE je imao znacajno antivirusno delovanje
na HuNoV (SGF) i nakon 2 h detektovano je 2,7 + 0,09 logio GE/uL (p < 0,05) (Grafik 3a, Slika
27).
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Slika 27. Amplifikacioni plot perzistetnosti humanih norovirusa u simuliranim gastrointestinalnim uslovima i tretman sa ekstraktom kore nara.

Na osnovu rezultata i poredenja sa antivirusnim efektom PPE u PBS-u, dobijena je manja redukcija
HuNoV sa PPE nakon 6 h u SGF. Uticaj niske pH vrednosti (SGF) na PPE nakon 6 h se odrazio
kroz smanjenu antivirusnu aktivnost $to je manifestovano ve¢om koncentracijom virusa (3,41 +
0,06 logio GE/uL) u poredenju sa uzorcima koji su bili u ispitivani u vremenu od 2 h i sa
delovanjem PPE na HuNoV pri istoj pH, nakon 6 h (p < 0,05). Degradacija bioloski aktivnih
jedinjenja pri niskoj pH vrednosti potvrdena je u istrazivanju Vermaak et al. (2009) testiranjem
antibakterijske aktivnosti 12 biljnih ekstrakta u simuliranim gastrointestilnim uslovima. Nakon 6h
pri niskoj pH vrednosti dobijeni rezultati su ukazali na smanjenu antibakterijsku aktivnost. Takode,
Falco et al. (2018) su ispitivali antivirusnu aktivnost ekstrakta zelenog ¢aja na MNV i HAV pri
neutralnoj (pH 7,0) i kiseloj sredini (pH 5,5), pri ¢emu je bolja redukcija dobijena u neutralnoj
sredini. U kiseloj sredini sastav ekstrakta se promenio, odnosno doslo je do degradacije derivata
katehina.

Koncentracija HuNoV u SIF (pH 7,5) nakon tretmana sa PPE je znacajno smanjena nakon 6 h.
Redukciona mo¢ PPE u SIF se izrazava detekcijom HuNoV koja je iznosila 3,61 £ 0,09 logio
GE/uL (2 h) i 2,24 £ 0,02 logio GE/uL (6 h) (p < 0,05) (Grafik 3a). Dobijena redukcija HuNoV u
SGF i SIF je znacajna, ukoliko se uzme u obzir da u in vivo uslovima, prilikom konzumiranja
namirnica direktan uticaj pH vrednosti u Zelucu ¢e verovatno biti smanjen (Joshi et al., 2017).
Znacajno je poznavanje ovih Cinjenica prilikom odabira efikasne koncentracije i vremena koje je
potrebno za inaktivaciju ciljanog virusa.

Rezultati su ukazali na sposobnost PPE da redukuje 99 % HuNoV u PBS. Takode, antivirusni
efekat PPE u SGF (2 h) i SIF (6 h) je 99 % (Grafik 3b). Niska pH vrednost nakon 2 h u SGF ne
uti¢e znacajno na antivirusni efekat PPE. Medutim, niska pH vrednost SGF (pH 1.3) nakon 6 h se
znacajno odrazila na antinorovirusni efekat PPE i iznosi 93 % (Grafik 3b).
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Procenat norovirusa je izraCunat poredenjem broja kopija u netretiranoj kontroli (PBS) koris¢enjem gRT
PCR. Prikazane su srednje vrednosti = SD tri replikata u tri nezavisna ponavljanja. Statisticka znacajnost
p <0.05.

Grafik 3b. Redukcija HuNoV izraZena u procentima u poredenju sa netretiranom kontrolom (HuNoV u PBS 5,01 £+ 0,04 log10 GE/uL) .

Perzistetnost HuNoV u PJ (pH 3,3) je iznosila 3,28 = 0,06 (1 h); 3,09 = 0,09 (2 h) 12,73 £ 0,04 (6 h)
logio GE (p < 0,05) (Grfik 3a). U nasim eksperimentima komercijalni PJ je redukovao norovirus za
97 % (1 h)199% (2 hi 6 h) (Grafik 3b). Antivirusni efekat PJ na redukciju HuNoV nakon 1 h,2 hi
6 h je manji u poredenju sa PPE S§to se moze povezati sa nizim sadrZzajem dominantnih
antimikrobnih komponenti. Su et al., (2010) su testirali antivirusni potencijal komercijalnog 100%
PJ i polifenola nara (4,8 i 16 mg/mL) na surogate HuNoV (FV, MNV i MS2). PJ i polifenoli su
postigli redukciju FCV-F9 > MNV1 > MS2, ali znacajno bolja redukcija dobijena je sa polifenolima
kao i u nasim eksperimentima sa PPE. Interesantan podatak koji su autori (Su et al., 2010) prikazali
je da PJ pri pH 7,0 ima bolju antivirusnu aktivnost nego pri pH 3.4. Nas uzorak PJ ima pH 3,3, $to
ukazuje na moguénost bolje redukcije virusa pri promeni pH ka neutralnoj. Testiranjem prirodnog
soka od brusnice i polifenola, antivirusni efekat na surogate HuNoV postignut je nakon 20 minuta
pri ¢emu je postignuta maksimalna redukcija. Prilikom testiranja surogata HuNoV najrezistentniji je
bio MNV. Dobijeni podaci ukazuju da se bolja redukcija postize kada se polifenoli dodaju dodatno
u sok od brusnice (Su et al.,, 2010). Antivirusni efekat soka od kupine, brusnice, grejpa i
pomorandze je ispitan na surogatima HuNoV (MNV-1 i FCV-F9). Najbolji efekat dobijen je sa
sokom od kupine > brusnica > grejp = narandza) (Oh et al., 2012). Antivirusni efekat mati¢nog soka
od kupine se moZe objasniti visokim sadrzajem polifenolnih jedinjenja. Joshi et al., (2017) su
ispitivali delovanje soka od borovnice na entericne viruse koji su nakon 24 h bili ispod granice
detekcije.

Procenat rezidualne norovirusne RNK nakon tretmana sa PPE izracunat je preko formule koja je
opisana u poglavlju 4.3. (Metode), a rezultati su prikazani u Grafiku 3c. U gastrointestinalnim
uslovima procenat rezidualnih norovirusa nakon tretmana sa PPE (5 mg/mL) bio je 0,8% (SGF, 2
h) i 0,3% (SIF, 6 h), dok je u PBS 0,2% (2 h) i 0,06% (6 h) (Grafik 3c). Procenat rezidualnih
HuNoV u PJ nakon 1 h bio je 3%, a nakon 2h i 6h iznosio je 1% (Grafik 3c).
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Grafik predstavlja srednju vrednost = SD rezidua norovirusnog genoma nakon antivirusnog efekta
PPE u rastvorima. Srednja vrednost rezidua (%) oduzeta je od 100. Statisti¢ka znac¢ajnost HuNoV
u PJ 1 SIF, SGF. mleku sa PPE: p <0,05.

Grafik 3¢. Rezidualni procenat HuNoV u PJ i nakon tretmana sa PPE u PJ, SIF, SGF i mleku: p <0.05.

5.4.3. Redukcija humanog norovirusa na povrsini sveZeg povréa

Sveze povrée (Ceri paradajz i mladi luk) kao model hrane je odabrano jer predstavlja dominatno
povrée u salatama, sendvi¢ima, Svedskom stolu ili hrani koja je spremna za konzumiranje i
uobicajeno se ne dezinfikuje ili se primenjuje minimalna dezinfekcija (Radin, 2013). U Srbiji, ali i
ve¢ini drugih zemalja, nije prisutna praksa da se povrée dezinfikuje razliitim hemijskim
sredstvima, UV svetlo$¢u ili nekim drugim tretmanima jer se dovodi u pitanje bezbednost (Lopez-
Galvez et al., 2019). Primena PPE kao zacina ili tinkture u hrani moze biti od znacaja imajuci u
vidu njegov antimikrobni potencijal.

Prilikom izvodenja eksperimenata utvrdeno je da redukcija HuNoV na povrSinama svezeg povrca
znacajno zavisi od nacina nanosa suspenzije HuNoV i PPE. Inicijalna koncentracija HuNoV (5
logio GE/uL) sluzila je kao kontrola. Kada je metod 1 primenjen, rezidualne virusne ¢estice nakon
tretmana su iznosile 2,58 + 0,08 (Ceri paradajz) i 2,49 + 0,15 (mladi luk) logio GE/uL (p < 0.05).
Bolja redukcija postignuta je primenom metode 2. Rezidualne virusne ¢estice nakon tretmana sa
PPE su prisutne 1,18 & 0,06 (Ceri paradajz) i 1,30 + 0,12 (mladi luk) logio GE (p < 0,05) (Grafik 4).
Metod 2 je podrazumevao da se PPE (5 mg/mL) preventivno nanese na sterilne povrSine svezeg
povréa i nakon toga da se izvrSi kontaminacija povrsine sa suspenzijom HuNoV (5 logio GE/puL).
Jedan od razloga koji je upu¢ivao da je ovakav pristup opravdan je i Cinjenica da virusi duze
prezivljavaju, Sto je povrSina povréa nepravilnija. Eksperimentima je utvrdeno da je primenom
metode 1 postignuta manja redukcija, §to znaci da je preventivno dodavanje PPE na povrSine od
znacaja. U okviru iste metode nema statisticki znacajne razlike izmedu povrSina i efekta PPE (p >
0,05). Sli¢ni rezultati publikovani su za antivirusni efekat ekstrakta semena grozda (2 mg/mL) koji
je postigao redukciju NoV GII.4 u PBS na nivou 2 logio GE/uL a u homogenizovanom ekstraktu
zelene salate 1,5 logio GE/uL (Li et al., 2012). Slican pristup imali su Falco et al. (2018) koji su
testirali antivirusnu efikasnost ekstrakta zelenog ¢aja (GTE) na MNV i HAV na povrSinama svezih
jagoda i malina. Ideja autora je da se GTE inkorpora u film od alginata/oleina i da se u takvom
obliku aplicira na povrSine svezih malina. Testiranje je vrSeno na temperaturama 37°C, 25°C i 10°C.
Najbolja redukcija postignita je na 37°C za surogat MNV, 3.42 logio GE/uL (pH 7) 1 5,76 logio
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GE/uL (pH 5,5), dok je na 25°C zabeleZena manja redukcija. Redukcija za HAV je bila znacajno
manja 1,67 logio GE/uL (pH 7; 37°C) i 1,21 logio GE/uL (pH 5.5; 25°C). Dobijena je razlika u
redukciji na zelenoj salati i spanacu, $to se objaSnjava razli¢itim morfoloskim karakteristikama
listova. Na testu sanitacije povrsina, GTE (10 mg/mL) je bio efikasniji na HAV u odnosu na MNV.
Surogat MNV je redukovan za 2,59 logio GE, dok je HAV bio ispod limita detekcije (> 4
logioGE/uL).

Redukcija HuNoV na povrSinama svezeg Ceri paradajza i mladog luka postignuta je dodatkom PPE
(5 mg/mL) primenom metode 1 i 2. Rezultati izrazeni preko procenata redukcije norovirusa nakon
tretmana na svezem povréu, ukazuju na moguénost redukcije norovirusa za 99% primenom PPE.
Poredenjem metode 1 i 2 redukcija HuNoV se statisticki znacajno razlikuje (Grafik 4). Primenom
metode 2 znacajno je smanjena koncentracija HuNoV na povr§inama u odnosu na metodu 1.
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Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost £ SD cetiri eksperimenta poredena sa netretiranom kontrolom
(HuNoV na povréinama). Grafik prikazuje podatke zasnivane na 3 replikata u 3 nezavisna eksperimenta.
Statisticka znacajnost tretmana vs.netretirane kontrole i Metod 1 vs. Metod 2: p<0.05.

Grafik 4. Rezidue HuNoV ( log10 GE/uL) na povr§inama svezeg voca sa PPE (5 mg/mL) primenom metode 1 i metode 2 u poredenju sa netretiranom

kontrolom( HuNoV, koncentracije 5 logl 0 GE/uL).

Na osnovu dobijene redukcije i antivirusnog potencijala PPE ostavlja se moguénost daljeg testiranja
i implementacije metode 2. Dalje testiranje je znacajno, imajuéi u vidu da se sveze povrée Cesto
kontaminira neposredno pre konzumiranja. Mikrobioloska bezbednost svezeg povréa moze biti
znacajno unapredena potencijalnom primenom prirodnog antivirusnog sredstva kao zacina.

U odnosu na bakterijske patogene, virusi koji se prenose hranom su mnogo stabilniji u zivotnoj
sredini, rezistentni na razli¢ite pH vrednosti, niske i visoke temperature (Lorenzo et al., 2018).
Norovirus je vodeéi virusni agens povezan sa svezim voéem i povréem, pri ¢emu je najcesce
kontaminirana zelena salata, mladi luk i jagodasto voce. U periodu 1998-2013 godine, od ukupanog
broja alimentarnih epidemija izazvanih HuNoV i1 HAV, vise od 40% je bilo povezano sa svezim
vocem i povréem (Callejon et al., 2015). U nesto duzem posmatranom periodu 1998-2017 godine,
zabelezeni su vrlo sli¢ni rezultati da je sveze vocée i povrée bilo najéeséi izvor virusa (CDC, 2018).
Detekcija virusne kontaminacije na povrSini voca ili povrca je otezana zbog niske koncentracije
virusa, matriksa biljaka i nedovoljno pristupacnih rutinskih metoda u poljoprivredi (Tian et al.,
2017; Ikner et al., 2012). Medunarodna Agencija za Standardizaciju je akreditovala RT-qPCR kao
standardni metod za detekciju norovirusa i HAV (Bosch et al., 2018). Medutim, detekcija HuNoV
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ili HAV metodom RT-qPCR nije dostupna za vecinu poljoprivrednika i malih prehrambenih
proizvodaca, zbog nedostatka opreme ili mikrobioloskog iskustva.

Razlic¢ite studije su istrazivale kontaminaciju HuNoV svezeg voca i povréa u korelaciji sa indikator
mikroorganizmima. Najces¢i indikator mikroorganizmi su Esherichia coli, ukupni kolifomi, fekalni
kolifomi i adenovirusi. Kada bi postojala moguénost detekcije indikator mikroorganizama i niskih
Medutim, perzistentnost HuNoV i HAV se znatno razlikuje u odnosu na bakterije. Evropski FP7
projekat VITAL (Integrisani monitoring i kontrola virusa koji se prenose hranom u lancu
snabdevanja hranom u Evropi, eng. Integrated Monitoring and Control of Foodborne Viruses in
European Food Supply Chains) je detektovao uzorke sveze salate iz supermarketa i marketa u
Grckoj, Poljskoj i Srbiji, kontaminirane HEV, HuNoV GI i GII (Kokkinos et al., 2016; Terio et al.,
2017).

Svez paradajz se minimalno obraduje (uklanjanje stabiljke-petlje, pranje, pakovanje i skladiStenje) i
koristi kao ready-to-eat prizvod. Kontaminacija HuNoV moze se desiti tokom Ccitavog lanca
proizvodnje i neposredno pre samog konzumiranja (EFSA, 2014). Epidemioloski podaci zemalja
Evropske unije za period 2007-2012 ukazuju da je paradajz bio povezan sa epidemijama izazvanim
bakterijom Salmonella i norovirusima. Norovirusi nisu ukljuceni u kriterijum bezbednosti hrane i
uglavnom se ne vrSi rutinska provera njihove prisutnosti.

Smatara se da su razlozi za porast uCestalosti izbijanja epidemija povezanih sa svezim povréem
rezultat vise faktora: povecana potraznja i dostupnosti ovih proizvoda, uvoz/izvoz, transport Sirom
sveta, promene u proizvodnoj praksi i bolje metode za detekciju kontaminacije ovih proizvoda.
Uocava se potreba za primenom jednostavnih metoda za dekontaminaciju virusa na povrSinama
svezih proizvoda ili primenu sredstava koje nema Stetni uticaj na zdravlje ljudi. Upravo je to bila
jedna od ideja kojom se ova disertacija vodila. Na osnovu pregledane literature, reprezentativno
sveze povrée (Ceri paradajz i mladi luk) je odabrano za ispitivanje antivirusnog potencijala PPE. S
obzirom na potvrdenu antivirusnu aktivnost PPE u ranijim istrazivanjima u okviru ove disertacije,
usledilo je ispitivanje na povrini izabranog svezeg povréa (Zivkovi¢ et al., 2021).

5.4.4. Analiza ¢estica norovirusa transmisionom elektronskom mikroskopijom

Suspenzija HuNoV (PBS, netretirana kontrola) i HuNoV tretirana sa PPE (5 mg/mL, 1 h)
analizirani su elektronskom transmisionom mikroskopijom. HuNoV iz kontrolne suspenzije i
tretiran sa PPE, posmatrani su pomocu razli¢itog uvecanja (32 000x, 42 000x i 52 000x). Prilikom
posmatranja netretirane suspenzije, uocene cestice virusa imaju pravilan oblik, veli¢ine 28-32 nm u
grupi od 4-12 cCestica, a na nekim mestima na mrezici su rasporedene pojedinacno (Slika 29a).
Nakon tretmana sa PPE doslo je do oSte¢enja Cestica virusa koje se nisu mogle uociti i detektovati
(Slika 29b). Izgled Cestica virusa nakon tretmana se moZe objasniti gubljenjem karakteristicnog
oblika i pretpostavkom je da je doSlo do razaranja kapsida i oslobadanja RNK u suspenziju.
Medutim, za potvrdivanje ove pretpostavke neophodno bi bilo sprovesti dalja detaljna istrazivanja
mehanizma delovanja PPE. Uocene promene u morfologiji tretiranih Cestica su slicne promenama
koje su zabelezene za NoV GIIL.4 posle tretmana sa GSE (Li et al., 2012) kao i za FCV i MNV
tretiranih sa proantocijanima borovnice (Joshi et al., 2017). Medutim, mehanizam delovanja biljnih
ekstrakta, polifenola i drugih prirodnih fitohemijskih jedinjenja na Cestice virusa nije joS uvek
objasnjen i zahteva dalja istrazivanja.

59



Ekstrakt kore nara (Punica granatum L.) kao prirodni antivirusni agens za redukciju humanih norovirusa in vitro

Slika 29. Analiza transmisionim elektronskim mikroskopom, 32000 x: a) humani norovirus (koncentracije 5,01 + 0,04) u PBS (netretirana kontrola),

b) humani norovirus nakon tretmana sa PPE (5 mg/L) (Zivkovi¢ et al., 2021).

5.5. Redukcija humanih norovirusa u suspenziji i na povrS§inama koje dolaze u kontakt sa
hranom

5.5.1. Redukcija humanih norovirusa ekstraktom kore nara i komercijalnim
dezinfekcionim sredstvima na povr§inama

Razlic¢iti tipovi povrSina koje se koriste za pripremu hrane su znaCajan put prenosa virusa.
Perzistetnost i rezistetnost HuNoV na razli¢ita dezinfekciona sredstva potvrdena je vecem broju
istrazivanja (Tung et al., 2013; Liu et al., 2015; Pringle et al., 2015). S obzirom da se HuNoV mogu
naci u niskoj koncentraciji, metode detekcije moraju da budu osetljive i pouzdane. Nerdaju¢i celik i
plastika su reprezentativne povrsine koje se Cesto koriste kao podloga za pripremu hrane i odabrane
su za testiranje antivirusne aktivnosti dezinfekcionih sredstava i PPE.

Suspenzija HuNoV (koncentracije 5 logio GE/uL) naneta je na sterilne povrSine koje su zatim
tretirane sa PPE (5 mg/mL) sa kontaktnim vremenom od 1 h. Statisticki znacajna redukcija HuNoV
dobijena je na obe ispitivane povrSine. Detektovani rezidualni norovirus je 1,75 = 0,01 logio GE/uL
(nerdajuci ¢elik) 1 2,68 + 0,04 logio GE/uL (plastika) (p < 0.05). Na osnovu detekcije HuNoV na
povrsinama, redukciona mo¢ PPE (5 mg/mL) na nerdaju¢em celiku iznosi 3,25 = 0,01 logio GE/uL i
plastici 2,32 + 0,02 logio GE/uL nakon 1 h. Smatra se da je dobijena manja redukcija na plastici
zbog bolje adhezije Cestica na toj vrsti materijala. Falco et al. (2018) su prikazali sli¢ne rezultate za
ekstrakt zelenog ¢aja (GTE, 5 mg/mL) na nerdaju¢em celiku i staklu sa kontaktnim vremenom 5 i
15 min. Redukcija sa GTE je dobijena za surogat MNV za 0,75 logio GE/uL (5 min) 1,75 logio
GE/uL (15 min), dok je za HAV dobijena 0.79 logio GE/uL (5 min) i 1,92 logio GE/uL na
nerdaju¢em celiku. Na povrSini od stakla dobijena je redukcija od 1,27 logio GE/uL za HAV i 1,54
logio GE/pLza MNV nakon 15 min. Redukcija na staklu posle 5 min nije statisticki znacajna (p <
0.05). Prema zapaZanju autora, rastvor GTE je pripreman 24 h neposredno pre eksperimenta, $to se
smatra kao faktor koji je omogucio bolju redukciju u odnosu na prethodno objavljene podatke
Randazzo et al., (2017).

Antinorovirusni potencijal PPE izraZzen u procentima ukazuje na sposobnost redukcije 99%
norovirusnih ¢estica na ispitivanim povr$inama. Dobijeni rezultati pokazuju da je postignuta bolja
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redukcija HuNoV na povrSinama nego u suspenziji. Pretpostavka je da direktan kontakt aktivnih
komponenti iz PPE sa Cesticama HuNoV ima znacaja.

Generalno, virusi koji nemaju ovojnicu su stabilniji i rezistetniji prema mnogim dezinfekcionim
sredstvima, a §to pogoduje njihovom lakom i brzom prenosSenju (Firquet et al., 2015). Antimikrobna
sredstva koja se koriste za dezinfekciju ili sanitaciju povrSina moraju da budu efikasna prema Sirem
spektru patogenih mikroorganizama. Rezidue hemijskih dezinfekcionih sredstava narocito na bazi
hlora imaju Stetan uticaj na zdravlje ljudi ili oSte¢uju povrsine zbog Cega se tezi primeni prirodnih
antimikrobnih sredstava. Najnovije zahteve definisala je EPA (2019) i odnose se na koncentracije
rezidua dezinfekcionih sredstava na bazi hlora koje ne smeju da prelaze vise od 200 ppb, Sto je u
skladu sa politikom FDA. Prema Codex Alimentarius-u (2012) efikasnim biocidom smatra se
sredstvo koje redukuje titar infektivnih virusa > 3 logjo. Prema EPA (2019) i Evropskom standardu
za dezinfekciju (EN 14476:2015) efikasnim dezinfekcionim sredstvom se smatra sredstvo koje
moze da ostvari inaktivaciju virusa na povrSinama (nerdajuéi celik, plastika, podovi, nozevi i dr.) na
nivou 4 logio GE (99,99%) pri kontaktnom vremenu koje nije duze od 60 minuta na sobnoj
temperaturi.

Dobro je poznato da su dezinfekciona sredstva na bazi hlora efikasna prema virusima. Deo
eksperimenta je testirao efikasnost komercijalnih dezinfekcionih sredstava za redukciju HuNoV (5
logio GE/uL) u suspenziji. Njihova efikasnost zavisi od vrste i koncentracije aktivne komponente,
vremena kontakta, prisustva organskih materija i stepena necistoce (Annous et al., 2021). U
lokalnim marketima mogu se naci razlicita dezinfekciona sredstva na bazi hlora i sredstva koja se
deklariSu kao sredstva bez slobodnog hlora, ¢ija se antimikrobna aktivnost zasniva na drugim
aktivnim komponentama.

Komercijalno sredstvo sa aktivnom komponentom na bazi hlora (D1; 4,5g NaOCl1/100g) ispitano je
u razli¢itim koncentracijama: koncentrovano, razblazeno do 250 ppm i 25 ppm. Uradena je
komparacija antivirusne efikasnosti dezinfekcionih sredstava sa primenom PPE u suspenziji
(Grafik 5). Sa koncentovanim D1 (4,5 g NaOCl/100g) se delovalo na HuNoV (5 logio GE/uL) u
suspenziji, nakon ¢ega je detektovano 1,48 logio GE/uL HuNoV §to znadi da je njegova redukciona
mo¢ 3.52 logio GE/uL nakon 15 min. Ukoliko se rezultati iskazu u procentima rezidua norovirusa
nakon tretmana sa koncentrovanim D1 (15 min) iznosi 0,048%. Rezidue norovirusa nakon tretmana
sa D1 (250 ppm) iznosile su 0,6%, odosno detektovano je 2,60 + 0.01 logio GE/uL u suspenziji.
Takode, ukoliko se uporedi efikasnost koncentracije od 250 ppm D1 i 5 mg/mL PPE, uocava se da
je redukcija virusa bila izjednacena. Rezidue norovirusa nakon tretmana sa 2 mg/mL PPE su 8 %,
odnosno detektovano je 3,78 = 0,02 logio GE/uL (Grafik 5). Tokom ovih ekperimenata uoceno je da
je najniza koncentracija dezinfekcionog sredstva redukovala HuNoV za 0,62 + 0,01 logio GE/uL,
sli¢no kao neki od testiranih MBE, dok je koncentracija od 250 ppm redukovala HuNoV priblizno
kao PPE (5 mg/mL), za 2,40 + 0,02 logio GE/uL. Sli¢ni rezultati su publikovani za redukciju
HuNoV sa koncentracijom slobodnog hlora 33 ppm i 189 ppm. Dobijena redukcija je izosila 1,48
logio GE/uL (33 ppm) i 4,14 logio GE/uL (189 ppm), nakon 1 h. Redukcija HuNoV sa hlor
dioksidom je iznosila 2,8 logio GE/uL (Kingsley et al., 2014)

Redukciju sa hlorom objavio je Montazeri et al. (2017) koji je testirao aktivnost hlor dioksida na
povrsinama, i zabelezio redukciju NoV GI za 1,7 £ 0,2 logio GE/uL 1 GII.4 za 2,4 £+ 0,2 logio
GE/uL, nakon 10 min kontakta.

Komercijalno sredstvo na bazi dimetilbenzil amonijum hlorida (D2; 0,75/100g) je dezinfekciono
sredstvo deklarisano kao sredstvo bez slobodnog hlora sa antimikrobnim delovanjem do 99,99 %.
Dezinfekciono sredstvo D2 testirano je prema uputstvu proizvodaca, koncentrovano. Antivirusna
efikasnost D2 prema HuNoV u suspenziji je mala i nakon tremana detektovano je 4,08 logio GE/uL,
§to znaci da je redukciona mo¢ 0,92 logio GE/uL (p < 0,05) u suspenziji. Sa aspekta statististicke
znacajnosti ova redukcija je znacajna u poredenju sa kontrolom, ali u skladu sa standardima koje
propisuje EPA i Codex Alimentarius redukcija sa D2 dezinfekcionim sredstvom se smatra
neefikasnom. Neke studije su pokazale da je dimetilbenzil amonijum hlorid efikasan prema
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bakterijama: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 1 plesnima:
Candida albicans i Aspergillus niger (Sun et al., 2020).

6
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5 1 - _ B HuNoV + PPE 2mg/mL
= HuNoV + PPE Smg/mL
*
3 4 1 1 ®WHuNoV + D1 (25 ppm)
=
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53—
5 = HuNoV + D1 (konc) 15 min
[—]
T
S N HuNoV + D2 (kone) 15 min
*
1 i E— |
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Tretmani razli¢itim suspenzijama
Rezultati su izraZeni kao srednja vrednoost £ SD tretmana dezinfekcionih sredstvai PPE u poredenju sa ne tretiranom
kontrolo (HuNoV u 5 % DMSO. Grafik pokazuju podatke zasnivane na 3 replikata u 3 nezavisna eksperimenta.
Statisti¢ka znadajnost p < 0.05.

Grafik 5. Rezidue norovirusa nakon tretmana sa dezinfekcionim sredstvima u poredenju sa HuNoV (netretirana kontrola, 5 % DMSO).

Dobijeni rezultati su u skladu sa istrazivanjima u kojima se detektovala slaba redukciona mo¢
dimetilbenzil amonijum hlorida prema surogatima MS2, MNV-1 i FCV. Manju stabilnost i
rezistentnost je pokazao FCV, ali redukcija od 0,83-1,15 logio GE nije zadovoljila standarde
(Hoelzer et al, 2013). FDA (2016) dovodi u pitanje upotrebu dimetilbenzil amonijum hlorida sa
aspekta bezbednosti po zdravlje ljudi i okoline, ali i po pitanju efikasnosti kao biocida.

5.5.2. Provera efikasnosti sanitacije povrSina komercijalnim dezinfekcionim sredstvima

Testiranje efikasnosti dezinfekcionih sredstava na razli¢itim povr§inama izvrSeno je primenom
MVP ICON briseva i RT-gPCR metodom. MeSavina suspenzija HuNoV (10® GE/uL) i bakterije
(107 ¢elija/mL) primenejena je kao model meSane kontaminacije.

5.5.2.1. Detekcija HuNoV na povrSinama RT-qPCR metodom

Metodom brisa uzorci su uzeti sa povrsina od nerdajuceg celika i plastike. Rezultati su uporedeni sa
vrednostima koje su dobijene u suspenziji i uoceno je da su gubici virusnih ¢estica metodom brisa
1,75 £ 0,5 logio GE/uL norovirusnih Cestica, zbog Cega je izvrSena korekcija metode. Uzorci sa
povrsina su uzeti metodom elucije sa 1 mL Trizol reagensa. Ovim postupkom gubici su
zanemarljivi i ne odstupaju statisticki znacajno (p < 0,05) od rezultata u suspenziji. Metodom RT-
gPCR omogucena je detekcija i kvantifikacija HuNoV na povrSinama, odnosno prikaz antivirusne
efikasnosti dezinfekcionih sredstava. Antivirusna mo¢ dezinfekcionih sredstava testirana je na dva
nacina:

Test 1: Sanitacija povrSina dezinfekcionim sredstvima (bez ispiranja)
Tretman sa D1 (250 ppm/5 min) redukovao je HuNoV za 1,52 + 0,3 logio GE/uL S$to znaci da je
detektovano na nerdaju¢em celiku 3,48 + 0,3 logio GE/uL, dok je na plastici detektovano 3,87 + 0,3
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logio GE/uL virusa. Redukciona moc¢ dezinfekcionog sredstva D1 na noroviruse nakon 5 min je
1,13 + 0,3 logio GE/uL. Koncentrovano sredstvo D1 (4,5 g NaOCl/100g, u kontaktnom vremenu 15
min) na povrsini od nerdajuceg cCelika redukovao je HuNoV za 2,8 + 0,5 logio GE/pL. Nakon
metode elucije sa povrsina i izolacije detektovano je 2,2 + 0,05 logio GE/uL. Neznatno manja
redukcija u odnosu na nerdajuci ¢elik dobijena je sa D1 (4,5 g NaOCl1/100g, 15 minuta) na povrsini
od plastike i iznosila je 2,62 logio GE/uL. Raniji testovi koji su izvedeni sa visokom koncentracijom
natrijum hipohlorita (5000 pm) ukazuju da nema znaCajne redukcije HuNoV GII.4 ukoliko je
kontakt manji od 4 minuta (Park i Sobsey, 2011). Redukcioni potencijal dezinfekcionog sredstva
D2 na bazi dimetilbenzil amonijum hlorida (0,75 g/100g) na povrSinama od nerdajuceg celika je 1,1
+ 0.5 logio GE/uL. Priblizna redukcija dobijena je na plastici i iznosila je 1,25 + 02 logio GE/uL
HuNoV. Visoka koncentracija 3,9 £ 0,5 (nerdajuci celik) i 3,75 £ 0,2 (plastika) logio GE/uL
HuNoV je detektovana nakon dezinfekcije sa D2 (15 minuta). Tung et al., 2013 su poredili
redukciju i redukcioni potencijal hlora (250 i 1000 ppm) na HuNoV GIIL.2 i GII.4 sa surogatima
MNV i FCV. Koncentracija hlora > 1000 ppm redukovala je 4,5 logio GE HuNoV, ali sa 250 ppm
nije postignuta znacajna redukcija HuNoV, znacajna redukcija dobijena je za surogat MNV za 3
logio GE 1 FCV za 2,2 logio GE (Tung et al., 2013).

Test 2: Sanitacija merom ispiranja povrsina sterilnom vodom posle primene dezinfekcionog
sredstva

Dodatna mera ispiranja povrSina znacajno utice na dobijanje boljih rezultata u pogledu higijene
tretiranih povrSina. Na ovaj nacin mikroorganizmi se delimi¢no fizic¢ki uklanjaju sa ciljnih povrsina.
Nakon tretmana sa D1 (250 ppm/5 min, ispiranje) HuNoV su znacajno smanjeni sa povrSina od
nerdajuceg celika za 2,35 £+ 0,3 logio GE/uL. Detekcija HuNoV na povr$ini od nerdajuceg celika
izvrSena je na isti nacin kao i bez ispiranja pri ¢emu je detektovano 2,65 + 0,3 logio GE/uL. Merom
dezinfekcije sa ispiranjem dobijena je statisticki znacCajna razlika u odnosu na testiranje bez
ispiranja (p < 0,05). Redukcija HuNoV na plastici (ispiranje) je iznosila 2,68 logio GE/uL. HuNoV
nakon sanitacije povrSine od plastike su detektovani u koncentraciji 2,32 + 0,3 logio GE/uL, manje
u odnosu na nerdajuci Celik. Redukcija HuNoV sa koncentrovanim D1/15 min, nakon ispiranja
iznosila je 3,76 + 0,6 logio GE/uL (nerdajuéi celik) i 3,1 £ 0,3 logio GE/uL (plastika). Nakon
ispiranja i tretmana sa D1 na povr§inama zaostalo je 1,24 + 0,6 logio GE/uL (nerdajuéi ¢elik) i 1,9 +
0,3 (plastika) logio GE/uL. Nakon tretmana sa koncentrovanim D2 (ispiranje) dobijeno je smanjenje
norovirusnih ¢estica za 1.88 £ 0.2 logio GE/pL (nerdajuéi ¢elik) i 2,55 + 0,1 logio GE/uL (plastika).
Nizak redukcioni potencijal D2 dokazan je detekcijom visoke koncentracije HuNoV na povrSinama
3,12 + 0,2 (nerdajudi Celik) i 2,45 + 0,1 logio GE/uL (plastika) (Tabela 9). Rezultati ukazuju da je
voda fizi¢ki uticala na smanjenje broja norovirusnih ¢estica sa povrsina.

Koncentrovano D1 sredstvo je dalo najbolju redukciju, ali prilikom tretiranja nerdajuceg celika
doslo je do oSte¢enja materijala. Prilikom sanitacije povrSina pored oStecenja materijala, javlja se
ostar miris nakon izvedenog postupka koji je Stetan za zdravlje ljudi. Nakon tretiranja povrSine sa
D2 i ispiranja, HuNoV je detektovan u koncentraciji od 2,45 logio GE/uL sli¢no kao i nakon
tretmana sa D1 u trajanju od 5 min. Unakrsna kontaminacija povrsina koje su u kontaktu sa hranom
vazan je aspekt bezbednosti, pogotovo u objektima u kojima se rukuje hranom.

Rezultate redukcije surogata HuNoV, saopstili su Cromeans et al. (2014), na nerdaju¢em celiku sa
koncentracijom hlora 1000 ppm i vremenom kontakta 5 min pri ¢emu je postignuta 5 logio
redukcije za FCV. Redukcija < 1 logio primenom koncentracije 200 ppm smatrana je neefikasnom.
Moze se rec¢i da su dezinfekciona sredstva efikasna ukoliko je ostvarena redukcija broja Cestica
virusa > 3 logio na ¢vrstim podlogama (99 %), a u suspenziji > 4 logio (99,99 %) (EPA, 2019).
Nedavno objavljeni rezultati ukazuju na to da je bolja redukcija HAV sa natrijum hipohloritom (200
ppm) dobijena u suspenziji nakon 5 min i za povrsine preporucena je koncentracija > 500 ppm duze
od 10 min (Song et al., 2022). Studija koja je obuhvatila testiranje vodenog rastvora hlorne kiseline
i natrijum hipohlorita na HuNoV izolovane iz uzoraka fecesa pacijenata sa gastrointestinalnom
infekcijom ukazuje na inaktivaciju HuNoV GIL.4 i GII.2 preko 90% nakon 30 minuta. U odsustvu
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organskih supstanci vodeni rastvor hlorne kiseline (200 ppm) nakon 5 minuta obezbedio je
redukciju > 3 logio GE HuNoV (Goda et al., 2022).

Tabela 9. Detekcija humanih norovirusa na povrSinama od nerdajuceg celika i plastike
nakon tretmana dezinfekcionim sredstvima metodom RT-qPCR

Uzorci Detekcija HuNoV na povr§inama
(logio GE/uL)
Metal Plastika
fTretman
Bez Bez
Koncentracija Sredstvo Vreme Ispiranje Ispiranje
ispiranja ispiranja
HuNoV? 10° 15 min 540,05 - 5+0,05 -
10°+ 107 15 min 540,08 - 5+0,03 -
250 ppm DI1¢ 5 min 348 +0,3 2,65+£0,1 3,87+03 2,68+0,2
HuNoV +
E.coli® 4,5¢ /100g DI1¢ 15min 2,2+0,5 1,24+£0,6 2,38+0,1 1,9+0,3
0,75g/100g D2¢ 15min 3,9+£0,2 3,12+£0,2 3,75+0,9 245+0,1
Vlazne 2,68+0.3 - 3,102 -
maramice
Negativna ND ND ND ND
kontrola*

+ Rezultati su dobijeni metodom RT-qPCR na instrumentu Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System, metodom elucije sa Trizol

reagensom. Povrsine su tretirane dezinfekcionim sredstvima i nakon susenja testirane ili prethodno podvrgnute ispiranjem miliQ vodom, pa testirane.

a)  Suspenzija HuNoV u fizioloskom rastvoru (5 logl0 GE/pL HuNoV) naneta na odabrane povrsine sluzila je kao netretirana kontrola;

b) Smesa suspenzija HuNoV (koncentracija 6 logl0 virusnih GE/uL) sa suspenzijom E.coli (107 ¢elija/mL) — sluzila je kao netretirana kontrola i
koristila se za ispitivanje dezinfekcionog potencijala komercijalnih sredstava;

¢) Tretman smesa suspenzija bakterije i virusa sa D1 (250 ppm), D1 (koncentrovano) i D2 (koncentrovano);

d)  Smesa suspenzije HuNoV i E.coli dezinfikovanje povrSine komercijalnim antibakterijskim vlaznim maramicama

* Negativna kontrola — bris sa sterilne povrsine i povrSine na kojoj je nanet fizioloski rastvor; ND — nije detektovano.
5.5.2.2. Detekcija adenozin trifosfata (ATP)

Prilikom manipulacije hranom obavezna mera bezbednosti je verifikacija CiS¢enja i sanitacije
povrsina koje dolaze u kontakt sa hranom. Adenozin tri fosfat (ATP) se nalazi u zivim ¢elijama ali i
u ostacima hrane i mikroorganizmima. Detekcija ATP molekula se smatra dobrim indikatorom za
proveru pravilno izvedenog postupka sanitacije, odnosno da li je higijena na odgovaraju¢em nivou
(Whiteley et al., 2016). Metod Lightning MVP ICON® je deo HACCP sistema za pralenje
indikatora kvaliteta higijene povrSina, ruku ili tecnosti.

Testirana je efikasnost detekcije meSavine suspenzija bakterije E. coli i HuNoV pomocu ATP
metode brisa na povrSinama od nerdajuceg Celika i plastike. Za izvodenje eksperimenta koriSéena je
suspenzija kolifomne bakterije Esherichia coli, koja je jedan od indikatora higijene procesa,
kriterijum higijene i bezbednosti hrane (Pravilnik o uslovima higijene hrane, 73/10). Gustina
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bakterijske suspenzije odredena je standardnom metodom na McFarlandu aparatu i odgovarala je
broju 10° cfu/mL. Za izvodenje eksperimenta pripremljena su decimalna razredenja u fizioloskom
rastvoru (1:9). Suspenzije bakterija (koncentracije 107 cfu/mL) i HuNoV (koncentracije 10° GE/uL)
su pomeSane u jednakom zapreminskom odnosu. Nakon suSenja, uzeti su brisevi sa povrSina i
oCitavanje je izvrSeno na MVP ICON uredaju. Suspenzije bakterije u razlicitim koncentracijama
uzete su specijalnim brisevima Lightning MVP ICON® i detektovana je znacajna koncentracija
ATP-a na povrSinama, ¢ije vrednosti odgovaraju zoni prljavog > 2,5. NajviSa koncentracija E.coli
(107 ¢elija/mL) o¢itana je u izuzetno visokoj vrednosti 4,8 na nerdajuc¢em &eliku i 4,7 na plastici
(Tabela 10). Mesavinu suspenzija bakterije i virusa Lightning MVP ICON® je detektovao kao
prisutnost bioloskih molekula na povrSinama u zoni prljavog > 3,5. Brisevi su uzeti i sa Cistih
povrsina nerdajuceg celika i plastike (negativna kontrola) i povrSina nerdajuceg Celika i plastike
koje su dezinfikovane vlaznim maramicama (tretmani).

Antivirusna mo¢ dezinfekcionih sredstava testirana je na dva nacina:

Test 1: Tretiranje povrSina dezinfekcionim sredstvima bez ispiranja

Nakon sanitacije bez ispiranja sa D1 (250 ppm, 5 min), D1 (koncentrovan, 4.5g/100g NaOCl, 15
min) i D2 (0,75g/100g dimetilbenzil hlorida) kontaminacija meSavinom HuNoV i E.coli nije
uklonjena ve¢ je identifikovana u zoni upozorenja i zoni prljavog. Uredaj MVP ICON je
detektovao vrednosti za nerdajuci celik u zonama: D1 (250 ppm) - 2,5; D1 (koncentrovan) - 2,7; D2
(koncentrovan) - 2,8. Na povrSinama od plastike, nakon sanitacije bez ispiranja vrednosti su bile u
zoni prljavog (FAIL): D1 (250 ppm) - 3,3 i D2 (koncentrovan) - 3,0. Koncentovano sredstvo D1 je
bilo na granici Cistog i prljavog, odnosno zona upozorenja (WARN) - 2.5. Nakon tretmana sa
dezinfekcionim sredstvima na povrSini od plastike primecena je znacajna prisutnost ATP molekula i
razlika u odnosu na nerdaju¢i celik, Sto se moze pripisati boljoj atheziji Cestica, ¢elija i drugih
bioloskih molekula, ali i mehanickom oSte¢enju i nesavrSenosti plastike u odnosu na glatke
povrsine (Tabela 9).

Test 2: Tretiranje povrsSina dezinfekcionim sredstvima i ispiranje sterilnom miliQ vodom

Nakon sanitacije i ispiranja povrSina od nerdajuceg Celika sa sredstvima D1 i D2, ATP nije
detektovan na povrSinama, odnosno dobijeni rezultati su u zoni Cistog (Tabela 10). Rezultati za
negativne kontrole bili su u zoni Cistog, ATP nije prisutan na povrSinama. Na povrSinama plastike
koje su tretirane sa dezinfekcionim sredstvom D1 i nakon toga isprane, detektovana je odredena
koli¢ina ATP koja je na granici zone Cistog i upozorenja. Tretmani povrSina sa dezinfekcionim
sredstvom D2 nakon ispiranja su dali zadovoljavaju¢e rezultate, odnosno obelezene povrsine su
detektovane u Cistoj zoni. Ispiranje moze dovesti do unakrsne kontaminacije drugih povrSina
ukoliko patogeni mikroorganizmi nisu inaktivisani.

Detekcija u zoni Cistog ukazuje da moze do¢i do lazno negativnih rezultata kada je u pitanju
prisustvo virusa. Kontaminacija virusima nije otklonjena na $ta ukazuju i rezultati detekcije HuNoV
dobijeni sa RT-qPCR na istim povrSinama u koncentracijama koje mogu izazvati oboljenje (Tabela
9). Primena ATP bioluminiscentnog testa nije specificna metoda i zasniva se na enzimskoj reakciji i
na rezultat mogu uticati primenjena dezinfekciona sredstva. Detekcija prisutnosti Zivog organizma,
koji Cesto moze biti patogen, na povrSinama ukazuje na nedovoljnu ili neuspe$nu sanitaciju.
Prilikom testiranja potencijala ATP bioluminiscentne metode u detekciji mikrobne kontaminacije
kuénih frizidera, rezultati su poredeni sa standardnom metodom brisa i metodom agarnih ploca. S
obzirom da su registrovana mala odstupanja izmedu dobijenih rezultata, zakljucak je bio da je ATP
test pogodan za terensku procenu mikrobioloske kontaminacije frizidera (Chen i Godwin, 2006).

U ovom kontekstu primena bioluminiscentnog ATP testa je korisna jer moze brzo da se izvrsi
revizija tehnika koje se koriste za postizanje uspesne dezinfekcije. Brojne studije su sprovedene
kako bi se potvrdio potencijal primene ATP metode u proceni bezbednosti hrane u celom lancu
proizvodnje. Rezultati su dizajnirani da pruze povratnu informaciju o sanitaciji, umesto
kvantifikacije bioloSkog materijala (Cunningham et al., 2011; Osimani et al., 2014; Lane et al.,
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2020). Whitehead et. al., (2008) su potvrdili da je ATP uredaj koristan za pregled sanitacije i
dezinfekcije tesko dostupnih povrsina za ¢is¢enje. Dezinfekciona sredstva mogu da imaju uticaj na
smanjenje efikasnosti luciferaze ili da deluju kao agensi koji oslobadaju ATP (Brown et al., 2010).

Tabela 10. Provera efikasnosti komercijalnih dezinfekcionih sredstava metodom Lightning
MVP ICON, detekcijom ATP molekula kao indikatora higijene

Povrsine
Nerdajudi ¢elik Plastika
Uzorci
Tretman’
Bez Ispiranje Bez Ispiranje
Koncentracija Ispiranja l;-l OJ Ispiranja l;-l O]
H:0 : H20 :
Negativna 1,3 - 1,2 -
kontrola*
10° 2,7 - 3,3 -
E.coli® 106 3,35 - 4,0 -
107 4.4 - 4,7 -
10° 1,5 - 1,6 -
HuNoV®
10° 1,9 - 1,7 -
44 - 43 -
D1 2,5 - 2,7 -
106+107 (250 ppmd)
Dl4.5¢ 23 2,1 2,5 1,9
NaOCl/100 g) ’ ’ ’ ’
D2
(0,75g/100g)
HuNov+E. coli® dimetilbenzil 20 = il L7
amonijum
hlorid
Komercijalne maramice
hlorheksidin diglukonat (4%) 3,23 3,55

I Rezultati su dobijeni pomocu instrumenta MVP ICON i izrazavaju u zonama koje su ekvivalentne relativnim jedinicama svetlosti (RLU). Zona

Cistog < 2,5 (pass, zelena boja); upozorenje 2,5-3 (warn, re-test, narandzasta boja) - preporuka je da se uradi ponovna sanitacija dok vrednosti ne budu

ispod 2, jer je veca sigurnost da je povrsina ¢ista. Odnosno da nema prisutnog ATPa-a; > 3(fail, crvena boja)

* negativna kotrola — bris sa sterilne povrSine i povrsine na kojoj je nanet fizioloski rastvor;

— - nije radeno.

a) Suspenzija Escherichia coli (10°, 10%, 107 éelija/mL);

b) Suspenzija HuNoV u fizioloskom rastvoru (5 i 6 logl0 GE/uL HuNoV);

¢) Smesa suspenzija HuNoV (koncentracija 6 logl0 virusnih GE/pL) sa suspenzijom E.coli (107 ¢elija/mL) — koristi se za ispitivanje dezinfekcionog
potencijala komercijalnih sredstava;

d) Tretman smeSa suspenzija sa D1 (200 ppm), D1 (koncentrovano, 4.5 g NaOCl/100 g proizvoda; <5 % neanijonskih surfakanata), D2 (0.75 g /100

g proizvoda; <5 % neanijonskih surfakanata);

5.6. Efikasnost dezinfekcionih sredstava na povrSinama koje dolaze u kontakt sa hranom
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Dezinfekciona sredstva koja su primenjena u ovim eksperimentima nisu imala uticaj na rezultat
ATP metode, Sto je potvrdeno RT-qPCR metodom i detekcijom prisustva bioloSkog materijala
(meSavina suspenzije HuNoV 1 E.coli). Medutim, sli¢na istrazivanja su se bavila ispitivanjem
uticaja razli¢itih koncentracija dezinfekcionog sredstva na merenje ATP. Koncentrovana
dezinfekciona sredstva imaju uticaj na narusavanje ¢elijske strukture mikroorganizama, oslobadaju
ATP i daju lazno pozitivne rezultate, sto je dodatno potvrdeno sa RT-qPCR (Turner et al., 2010).
Detekcija ATP molekula je u okviru HACCP sistema i ukazuje na prisustvo razliitih rezidua
bioloskog porekla ili mikroorganizama. Virusi se replikuju u zivom ¢elijama domacina, ali kako se
prenose fekalno-oralnim putem, pretpostavka je da se nalaze inkorporirani u bioloSkom materijalu.
Razli¢ite koncentracije suspenzije HuNoV u fizioloskom rastvoru sluzile su kao kontrola i potvrda
da se virusi ne mogu detekovati metodom ATP brisa, a njihovo prisustvo je potvrdeno RT-qPCR
metodom. Suspenzija Esherichia coli, koliformna bakterija sluzila je kao pozitivna kontrola i
potvrda detekcije ATP molekula na odabranim povrSinama. E.coli je odabrana u odnosu na druge
indikatore fekalnog zagadenja, jer je najvise bila povezana u meSanim kontaminacijama sa HAV i
HuNoV (Kotwal i Cannon, 2014; Greaves et al., 2020).

Nerdajuci Celik koji nije porozan se preporucuje kao najbolji materijal za primenu u proizvodnji
hrane, ¢ime je omogucena vizuelna detekcija necistoca, bolja sanitacija i dezinfekcija (Ramirez-
Castillo et al., 2015). Viator et al. (2017) su testirali ATP uredaj i utvrdili da je kompatibilan sa
drugim uredajima kada se koristi na nerdaju¢em celiku. Razlika koja je primecéena prilikom
vizuelne detekcije povrSine od plastike je Sto se teZe uoCava kontaminacija sa navedenim
suspenzijama $to moZze dovesti do varijacije u rezultatima. Kontaminirane povrSine zauzimaju
vazno mesto u izazivanju epidemija HuNoV (Wu et al., 2005; Nenonen et al., 2014).

Pored navedenog, testirane su i antibakterijske maramice sa aktivnom komponentom hlorheksidin
diglukonat (4%) koje su redukovale HuNoV sa povrSina od nerdajuceg Celika za 2,32 logio GE/pL 1
sa plastike 1,90 logio GE/uL. Detekcija HuNoV izvrSena je RT-qPCR metodom, pri ¢emu je
detektovano 2,68 + 0,3 (nerdajuci celik) i 3,1 = 0,2 logio GE/uL (plastika) (p < 0,05), dok je ATP
metodom potvrdena prisutnost bioloSkog materijala u zoni prljavog (Tablela 9 i 10). Iako
eksperimentima nije potvrdeno, smatra se da je dobijena redukcija mehanicka i da su virusi zadrzani
na materijalu vlaznih maramica. Hlorheksidin diglukonat je jedinjenje koje se koristi za
antibakterijsku dezinfekciju ruku, odnosno koze i odobren je od strane Evropske Norme
EN1499:2013 (Eggers et al., 2018). Eksperimenti koji su izvedeni sa te¢nos¢u za dezinfekciju na
bazi hlorheksidin diglukonat (4 %), sastojali su se od veStacke kontaminacije ruku sa E.coli i
surogatom norovirusa MNV i dezinfekcije sa hlorcikloheksidin diglugonatom u trajanju od 60 s.
Hlorheksidin diglukonat je redukovao E.coli prema zahtevima EN1499:2013, dok na MNV nije
imao uticaj (Eggers et al., 2018). Smatra se da ¢e sredstva koja su efikasna prema virusima bez
ovojnice biti efikasna prema virusima sa ovojnicom kao $to su ebola, koronavirus i influenca
(Eggers et al., 2015a; 2015b). Boxman et al. (2009) su dokazali da nakon izbijanja epidemije
HuNoV, moZe da se detektuje na jednoj ili vise povrSina (kuhinje, restorana, sobe za presvlacenje
radnika). Nakon epidemije izazvane kontaminiranim keteringom oko 40% od ukupnog broja briseva
sa povrsina bilo je pozitivno na HuNoV iz kupatila i kuhinje (Boxman et al., 2011).

Benefiti primene vlaznih maramica su pre svega u mehanickom ukljanjanju necistoca sa povrsina i
brzoj dezinfekciji. Prilikom mehanickog uklanjanja mora se uzeti u obzir materijal maramica,
pritisak, broj i nacin pokreta, sposobnost adhezije mikroorganizama ali i aktivna komponenta
(Williams et al., 2007; Song et al., 2019). Iako su dostupne i jednostavne za upotrebu, podaci
ukazuju na neuspesnost dezinfekcije i moguénost unakrsne kontaminacije, prenosa mikrorganizma
na druge povrsine (Song et al., 2019). Jedna od studija koja se bavila dezinfekcijom primenom
vlaznih maramica ukazuje da mogu smanjiti transmisiju rinovirusa i rotavirusa u domacinstvima, a
time i smanjiti verovatnoce zaraze (Tamimi et al., 2015). Koriste¢i modele rinovirusa i rotavirusa
utvrdeno je da se rizik od infekcije moze smanjiti za 30-89%, u zavisnosti od koncentracije i
imuniteta osobe. Mori et al. (2007) su testirali efikasnost uklanjanja surogata norovirusa FCV sa
povrsina ruku i ostvarili uspe$nu redukciju koriste¢i vlazne maramice sa aktivnom komponentom
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hlorheksidin, kvaternarnim amonijumovim jedinjenjima i benzoevom kiselinom. Za testiranje
komercijalnih vlaznih maramica sprovedena je studija u skladu sa EN 16615:2015 (Becker et al.,
2019). Vlazne naramice na bazi siréetne kiseline su redukovale tri testirana virusa (adenovirusi,
MNYV i poliomavirusi), sa izopropanolom nije postignuta dovoljna redukcija propisana standardom,
dok kvaternarna amonijumova jedinjenja nisu uspela da ih redukuju.

Lopez et al. (2014) su testirali dezinfekcioni potencijal vlaznih maramica na bazi aktivne
komponente dimetil benzil amonijum hlorida na povrSinama laminata, mermera, i keramike.
PovrSine su kontaminirane suspenzijama Eschrichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
thuringiensis spora i poliovirusa 1 i nakon suSenja izvrSena je dezinfekcija vlaznim maramicama.
Dobijena je redukcija od 3,4 - 5 logio GE, dok su spore B. thuringiensis rezistentnije i redukovane
su na nivou 2,5 logio GE. Ovo je u skladu sa studijama Berendt et al. (2011) i Panousi et al. (2009)
koje potvrduju da dezinfekcione maramice smanjuju mikrobiolosku kontaminaciju na razli¢itim
povrsinama.

Vrlo malo istrazivanja se bavilo prenosom mikroorganizma na ruke nakon dezinfekcije vlaznim
maramicama. Podaci su ukazali na manju unakrsnu kontaminaciju ruku i povrSina, nakon
dezinfekcije. Transmisija zavisi od materijala i koncentracije mikroorganizma. Okada et al. (2016)
su ispitivali higijenu ruku, porede¢i dezinfekciju sa vlaznim maramicama u odnosu na klasi¢anu
primenu sapuna i vode. Ono §to treba istaci je da je stepen dekontaminacije bio veci kada se
primenjuje tradicionalno pranje ruku vodom i sapunom. Vlazne antibakterijske maramice uklanjaju
necisto¢e mehanickim putem, odnosno vecina dostupnih komercijalnih dezinfekcionih maramicu ne
sadrzi dovoljnu koncentraciju hemijskog sredstva koje bi potpuno inaktivisalo patogene
mikroorganizme zbog Cega neretko dolazi do prenosa i na druge povrSine (Istenes et al., 2013).

5.7. Detekcija virusnog kapsida primenom FLASH® Alergen Indikator Protein testa

Detekcija virusnog kapsida koriSéenjem FLASH® Alergen Indikator Protein testa (BioControl
Systems, SAD) predstavlja pokuSaj prilagodavanja i primenu metode za aproksimativnu i
informativnu detekciji virusa na povrSinama. FLASH® test je dizajniran da moZe brzo da detektuje
proteinske rezidue na povrSinama koje dolaze u kontakt sa hranom nakon sanitacije (BioControl
Systems, 2017). Koncept ovog dela eksperimenta se sastojao od vestacke kontaminacije, tj. nanosa
100 uL norovirusne suspenzije (koncentracija 105, 105,10 i 10 GE/uL) na sterilne povrSine koje
dolaze u kontakt sa hranom (nerdajuci celik, 10 x 10 cm). Eksperimenti su izvedeni u sterilnim
uslovima radi sprecavanja dobijanja laZzno pozitivnih ili negativnih rezultata. Uzorci sa Cistih 1
sterilnih povrsina nerdajuceg Celika sluzili su kao negativna kontrola. Ovaj test omogucava laku i
jednostavnu vizuelnu detekciju, jer se pozitivnom reakcijom smatra promena boje te¢nosti u koju je
uronjen bris koji se koristi za uzorkovanje i detekciju proteina. Za detekciju proteina Cija je
koncentracija manja od 3 pg, senzitivnost se povecava inkubacijom briseva 10 min na 70°C.

Ukoliko su prisutni proteini na povrsnama detekcija se manifestuje promenom boje te¢nosti u kojoj
se brisevi nalaze, od zelene do tamno ljubiCaste (zelena - proteini nisu prisutni; siva - zona
upozorenja; od svetlo do tamno ljubicaste - proteini su prisutni). Inkubacija briseva se vrSila na
25°C/10 min na kojoj nize koncentracije HuNoV &estica (10°, 10* i 10° GE/uL) nisu izazvale
reakciju, odnosno boja indikator tecnosti u koju je uronjen bris je ostala nepromenjena - zelena.
Tamno ljubicasta boja dobijena je za suspenziju HuNoV koncentracije 10° GE/uL. Kada su uzorci
briseva inkubirani na 70°C/10 min, sve koncentracije HuNoV su izazvale promenu boje testa, od
svetlo (za koncentracije 10°,10* i 10°> GE/uL) do tamno ljubi¢aste boje (za koncentraciju 10°
GE/uL) (Slika 28). Negativne kontrole su detektovane zeleno, odnosno proteini nisu prisutni.
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Detekcija kapsida norovirusa na 70 °C Detekeija norovirusa na 25 %

Slika 28. Detekcija kapsida primenom FLASH® Alargen Indikator Protein test

FLASH® proteinski brisevi su pokazali potencijalno laku i brzu detekciju proteinskih komponenti, u
naSem eksperimentu norovirusnih Cestica na nerdaju¢em celiku kao povrSini koja je najcesSce u
kontaktu sa hranom. Ovi rezultati ukazuju da bi proteinski brisevi mogli da se koriste preventivno
za proveru higijene povrsina, koja nije ogranicena na alergene (BioControl Systems, 2017). Neki od
protokola dekontaminacije, temperatura, nizak pH, dezinfekciona sredstva mogu ostaviti neosStecen
kapsid norovirusne cestice, §to moze dovesti do lazne interpretacije rizika. Primena brzog alergen
protein testa je znaCajna jer ukazuje na razliCito prisustvo proteinskih rezidua u zavisnosti od
koncentracije virusa. Dobijeni rezultati su potvrdeni RT-qPCR metodom. Pozitivan test na prisustvo
proteinskih rezidua (bilo koje prirode) prema HACCP protokolu ukazao bi na potrebu da se ponovi
sanitacija (Sun i Ockerman, 2005). Dalja istraZivanja su se nalazila izvan okvira i ciljeva definisanih
u ovoj disertaciji.

5.8. Detekcija humanih norovirusa primenom razlic¢itih komercijalnih kitova

Razli¢ite vrste hrane, biljnog ili Zivotinjskog porekla, mogu sadrzati znacajne koncentracije
inhibitornih supstanci koje mogu uticati na dobijanje laZzno negativnih ili neujednacenih rezultata
(Lloyd et al., 2010). Tokom razli¢itih eksperimenata koristila se RT-qPCR metoda sa predhodnom
optimizacijom razli¢itih metoda izolacije virusne RNK u cilju dobijanja pouzdanih i ponovljivih
rezultata. Prilikom izvodenja izolacije norovirusne RNK koristili su se razli¢iti komercijalno
dostupni setovi reagenasa, ¢ija je upotreba imala za cilj uporedivanje i odabir metode sa kojom ¢e
se dobiti najbolji rezultat i ponovljivost. Znacajno je napomenuti da dobijena varijabilnost izmedu
istih grupa uzoraka nije statisticki znacajna.

Poredenjem metoda Trizol, fenol/hloroform i RNeasy mini kitova za ekstrakciju virusne RNK,
Xiang et al. (2001) nisu dobili znacajne razlike u detekciji i interpretaciji rezultata, §to je u skladu sa
naSim rezultatima. Medutim, uoc¢eno je da su rezultati koji su dobijeni koris¢enjem Ribo-Sorb kita u
odnosu na NucleoSpin® RNA Virus/RNA Virus F kita bili znatno bolji. U nasim istrazivanjima,
sloZzeni matriks mleka (visok sadrZaj proteina, ugljenih hidrata i mle¢ne masti) imao je znacajan
uticaj na uspeSnost metode izolacije virusne RNK i kit Ribo Sorb se nije pokazao kao adekvatan za
ovaj tip eksperimenta. Jedno od objasnjenja je moguca potencijalna interakcija sorbenta sa
Cesticama mleka. To je bio razlog da se pristupi optimizaciji izolacije norovirusne RNK kako bi se
obezbedili ponovljivi i validni rezultati. Slicno istrazivanju Hennechart-Collette et al. (2017)
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dodatak proteinaze K u uzorke mleka pre pocetka izolacije nukleinske kiseline nije imao uticaj na
poboljsanje metode.

Medutim, Trizol™ Direct metod kao brz metod izolacije dao je zadovoljavajuce rezultate za ovaj
tip eksperimenata. I za druge matrikse hrane kao $to su povrsine svezeg povrca, ali 1 za povrSine
koje dolaze u kontakt sa hranom, koris¢en je metod koji se zasnivao se na Trizol™ reagensu za
izolaciju norovirusne RNK. U nasim eksperimentima izolacija norovirusne RNK se, pored Trizol,
zasnivala i na fenol/hloroform reagensima. Prednost fenol/hloroform izolacije potvrdena je
istrazivanjima Fanson et al. (2000) u kojima je komercijalni RNK ekstrakcioni kit, u poredenju sa
nevedenom metodom, pokazao manju senzitivnost. U okviru ove disertacije, primenjena metoda se
pokazala kao pouzdana za izolaciju nukleinske kiseline sa razli¢itih povrSina, bez obzira na metod
uzorkovanja (sakupljanja) norovirusa (brisevima ili elucijom).
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6. ZAKLJUCAK

Virusi koji se prenose hranom su vodec¢i etioloski agens nebakterijskog gastroenteritisa. Generalno,
virusi su oduvek bili veoma interesantna grupa patogena, pre svega zbog svoje grade, mutacija,
perzistentnosti i niskih infektivnih doza. U odsustvu vakcine i efikasne kontrole koja ¢e spreciti
prenoSenje humanih norovirusa hranom i povr§inama koje dolaze u kontakt sa hranom, otvara se
znacajno polje istrazivanja antivirusnog potencijala prirodnih biljnih ekstrakata. Biljni ekstrakti su
bogati polifenolima i poznati su po zdravstvenim benefitima. U ovoj disertaciji ispitivan je ekstrakt
kore ploda nara, koji se medu drugim ispitivanim ekstraktima lekovitog bilja, izdvojio prema
izrazenom antivirusnom potencijalu u minimalnim koncentracijama. Na osnovu dobijenih rezultata
izvedeni su slede¢i zakljucci:
1. U suspenziji humanih norovirusa, pripremljenoj iz fecesa dece obolele od akutnog
nebakterijskog gastroenteritisa, apsolutnom kvantifikacijom odredena je njihova
koncentracija koja je iznosila 6 logio GE/puL.

2. Antinorovirusni potencijal 11 ekstrakata medicinskih biljaka testiran je u minimalnim
koncentracijama (0,2; 1,0; 2,5 mg/mL). Redukcija humanih norovirusa u intervalu od 0,5 - 1
logio GE/ul. dobijena je sa eckstraktima Aronia melanocarpa (aronija), Hypericum
perforatum (kantarion), Punica granatum L. (nar - kora ploda) i uparenog vina Prokupac.
Redukcija humanih norovirusa sa navedenim biljnim ekstraktima sli¢na je redukciji koja je
ostvarena niskim koncentracijama dezinfekcionih sredstava na bazi hipohlorita.

3. Ekstrakt kore nara je analiziran razli¢itim metodama pri ¢emu je utvrdeno da je bogat
razli¢itim polifenolnim jedinjenjima. Ukupan sadrzaj fenola u ekstraktu kore iznosio je
320,16 mg GAE/g i ukupan sadrzaj tanina iznosio je 17,37 £+ 0,64 %. Dominantne bioloski
aktivne komponente su detektovane u visokoj koncentraciji: punikalin 197,13 mg/g,
punikalagin 54 mg/g, elagna kiselina 25,42 + 0,80 mg/g i galna kiselina 6,83 + 0,53 mg/g.

4. Komercijalni mati¢ni sok od nara deklarisan kao 100% prirodni analiziran je sli¢nim
metodama kao ekstrakt kore nara. U maticnom soku nara ukupan sadrzaj fenola iznosio je
146 + 2,01 mg GAE/100 mL soka i ukupan sadrzaj tanina 5,21 + 0,22%. Primec¢ena je
znacajno niza koncentracija punikalina 86,93 mg/g, punikalagina 43,23 mg/g i elagna
kiseline 6,49 = 0,71 mg/g u odnosu na ekstrakt kore nara, dok se koncentracija galne
kiseline 6,69 + 0,33 mg/g, nije statisticki znacajno razlikovala (p < 0,05). Bioloski aktivna
jedinjenja iz mati¢nog soka nara detektovana su u statisticki znacajno nizoj koncentraciji u
odnosu na ekstrakt kore (p < 0,05).

5. Antivirusna efikasnost ekstrakta kore nara u suspenziji ispitana je u koncentracijama 2
mg/mL i 5 mg/mL na temperaturama 25°C i 37°C. U okviru testiranja istih koncentracija,
nije zabeleZena statisticki znaCajna razlika antivirusnog delovanja ekstrakta (p < 0.05)
narazli¢itim temperaturama.

6. Ekstrakt kore nara (5 mg/mL) u suspenziji redukovao je humane noroviruse (inicijalne
koncentracije 5 logio GE/uL) za 2,41 logio GE/uL nakon 1 h. Najve¢u antinorovirusnu
aktivnost u suspenziji, ekstrakt kore nara postigao je nakon 6 h redukuju¢i humane
noroviruse za 3.38 logio GE/uL (p < 0,05).

7. Perzistetnost humanih norovirusa ispitana je u fosfatnom puferu (pH 7,2), mleku sa niskim

sadrzajem mlec¢ne masti (pH 6,8), simuliranim gastricnim (pH 1,2) i intestinalnim (7,5)
uslovima. Navedeni rastvori nisu uticali na redukciju humanih norovirusa.
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Dodatak ekstrakta kore nara (5 mg/mL) u fosfatni pufer, mleko sa niskim sadrzajem mlecne
masti, simuliranim gastricnim i intestinalnim fluidima pokazao je znacajan antivirusni
efekat. Redukcija humanih norovirusa za 99% postignuta je sa ekstraktom kore nara u
fosfatnom puferu (vreme inkubacije 2 h i 6 h), simuliranim gastri¢nim (2 h) i intestinalnim
(6 h) uslovima.

U mleku, modelu hrane kompleksnog hemijskog sastava, ekstrakt kore nara je redukovao
humane noroviruse za 91%. Eksperimenti sugeriSu potencijalnu primenu ekstrakta kore nara
kao prirodnog antivirusnog sredstva u kontroli kontaminacije hrane.

Mati¢ni sok od nara (pH 3,3) ispoljio je sposobnost redukcije humanih norovirusa za 97%.
Ovi rezultati ukazuju na znacaj konzumiranja soka za odrzavanje normalne funkcije
organizma.

Sposobnost ekstrakta kore nara da redukuje humane noroviruse na povrSinama svezeg ceri
paradajza 1 mladog luka za 99% je od velikog znacaja jer se ovi proizvodi najcesce koriste
svezi bez termickog tretmana. Utvrdeno je da nacin aplikacije ekstrakta kore nara na
povrSinama povréa statisticki znacajno utice na redukciju humanih norovirusa na
povrsinama. Kada je prvo aplikovan ekstrakt pa virus, rezidualne Cestice virusa detektovane
su u koncentraciji 1,18 logio GE/uL (Ceri paradajz) i 1,30 logio GE/uL (mladi luk), dok je
broj rezidualnih virusnih Cestica na istim povrSinama iznosio 2,58 logio GE/pL (Ceri
paradajz) i 2,49 logio GE/pL (mladi luk) kada je prvo aplikovan virus, a zatim ekstrakt.

Antivirusni potencijal ekstrakta kore nara kao prirodnog dezinfekcionog sredstva na
povrsinama od nerdajuc¢eg celika i plastike je znaCajan. Postignuta redukcija humanog
norovirusa u suspenziji sa ekstraktom kore nara odgovara redukciji koja je dobijena sa
hipohloritom koncentracije 250 ppm. Redukcija humanih norovirusa na povrSinama > 3
logio GE/uL je u skladu sa zahtevima koje je propisao Codex Alimentarius za virusna
dezinfekciona sredstva.

Transmisiona elektronska mikroskopija je potvrdila antivirusni potencijal ekstrakta kore
nara. U tretiranim uzorcima virusne Cestice su bile potpuno dezintegrisane, u poredenju sa
netretiranom kontrolom.

Dezinfekciona sredstva na bazi hipohlorita pokazala su se efikasna za redukciju humanih
norovirusa. Koncentrovano sredstvo redukovalo je > 3 logio GE/uL HuNoV, sto je u skladu
sa zahtevima Codex Alimentarius. Medutim, uoceno je da prilikom primene dolazi do
ostecenja povrsina od nerdajuceg Celika. Primenom nizih koncentracija postignuta je znatno
manja redukcija. Koncentracija od 25 ppm redukovala je HuNoV na priblizno istom nivou
kao neki od testiranih ekstrakata medicinskih biljaka.

Komercijalno koncentrovano biocidno sredstvo na bazi dibenzil amonijuma hlorida,
deklarisano da redukuje 99,99% mikroorganizama, nije ispoljilo redukcioni potencijal na
humane noroviruse.

Dodatna mera koja se koristi u sanitaciji povrsSina je ispiranje vodom. Simulacija ispiranja
povrsina vodom nakon tretmana sa dezinfekcionim sredstvima smanjila je broj Cestica
virusa sa obelezenih i testiranih povrSina. Dezinfekiono sredstvo na bazi hipohlorita, nakon
ispiranja sa vodom redukovalo je viruse za 3,76 logio GE/uL (nerdajuéi celik) i 3,1 logio
GE/uL (plastika). Nakon tretmana sa dezinfekcionim sredstvom na bazi dibenzil amonijum
hlorida i ispiranja sa vodom humani norovirusi redukovani su za 3,12 logio GE/uL
(nerdajuci celik) i 2,45 logio GE/uL (plastika). Dobijena redukcija virusa sa dezinfekcionim
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sredstvom na bazi dibenzil amonijum hlorida se moze prepisati fizickim uklanjanjem vodom
prilikom ispiranja.

Dezinfekcijom povrSina od nerdajuceg celika i plastike vlaznim antibakterijskim
maramicama sa aktivnom komponentom hlorheksidin (4%) postignut je smanjen broj
humanih norovirusa. Ostaje otvoreno pitanje da li redukcija humanih norovirusa sa vlaznim
maramicama na povrSinama potic¢e od aktivne komponente hlorheksidin (4%) ili je rezultat
mehanickog uklanjanja.

Provera sanitacije dezinfekcionim sredstvima vestacki kontaminiranih povrS$ina mesavinom
suspenzija koliforne bakterije Eserichia coli (10 CFU/mL) i humanih norovirusa (10°
GE/uL) vrSena je primenom brzog ATP bioluminiscentnog testa i RT-qPCR metodom.
Nakon dezinfekcije povrSina od plastike i nerdajuceg celika sredstvom na bazi hipohlorita
(250 ppm 1 4,5g/100g), rezultati dobijeni primenom ATP bioluminiscetnog testa su ocitani
na granici zone upozorenja. Biocidnim dezinfekcionim sredstvom na bazi dibenzil
amonijuma hlorida (0,75/100g) brzim ATP testom povrSine su detektovane u zoni koja
zahteva ponovnu sanitaciju. Prisustvo humanih norovirusa na povr§inama potvdeno je RT-
gPCR metodom nakon dezinfekcije sa natrijum hipohloritom 2,2 logio GE/puL (nerdajuci
celik) 1 2,38 logio GE/uL (plastika), dok je nakon dezinfekcije sa dibenzil amonijum
hloridom detektovana visoka koncentracija humanih norovirusa 3,9 logio GE/uUL (nerdajuci
celik) 1 3,75 logio GE/uL (plastika).

Na sterilne povrSine nerdajuceg celika aplikovane su razli¢ite koncentracije humanih
norovirusa (10°, 103,10*1 103 GE/uL) i izvrSeno je uzorkovanje povrSina brisevima u okviru
primene FLASH® alergen indikator protein testa. Test se zasniva na vizuelnoj detekciji koja
se manifestuje promenom boje te¢nosti u kojoj se inkubira bris (od zelene - nije detektovano
prisustvo proteina do razli¢itih nijansi ljubiaste - detektovano prisustvo proteina).
Senzitivnost reakcije se povecéana kada su brisevi inkubirani na 70°C/10 min. Nakon
inkubacije briseva uzetih sa povrSina na kojima su aplikovane razliite koncentracije
humanih norovirusa doslo je do promene boje u zavisnosti od koncentracije. Uzorak sa
najve¢om koncentracijom virusa uzrokovao je promenu boje u tamno ljubicastu.

Moze se zakljuciti da je u doktorskoj disertaciji izvrSena hemijska karakterizacija ekstrakta
kore ploda nara i maticnog soka od ploda nara (sadrzaj ukupnih fenola i tanina, sadrzaj
punikalagina, punikalina, galne i elagne kiseline). Pokazano je da ekstrakt kore nara ima
veci sadrzaj odredivanih fenolnih komponenti i ve¢i antivirusni potencijal na norovirus i to
ukazuje na moguéu pozitivnu korelaciju izmedu sadrzaja fenolnih komponanti u
ekstraktu/soku i njegove antivirusne aktivnosti. Hemijski profil i ispoljene aktivnosti
ekstrakata potvrduju primenu ekstrakata kore nara (Pumica granatum L.) u ishrani i
tradicionalnoj medicini. Takode, ova istrazivanja otvaraju vrata novim podru¢jima primene
ekstrakta kore nara u sanitaciji namirnica u cilju smanjenju biohazarda i predstavljaju dobru
osnovu za naredna istrazivanja.
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H3jaBa o ayTopcTBY

Nwme u npe3nme ayTopa Wpana XXuskoBuh

Bpoj nanekca TX 14/023

HUzjaBpyjem
71a je TOKTOpCKa AUCEpTaIHja MO HaCIOBOM

ExctpaxT kope Hapa (Punica granatum L.) Kao IpUPOTHA aHTHUBUPYCHH areHC 3a PEIyKIH]jy
XyMaHUX HOPOBHpYCa in Vvitro

® PE3YJTAaT COIICTBCHOI HCTPAKMBAYKOI pala,

e Ja AMcepTanyja y LEJMHU HU Yy JeJOBUMa HHje Ouia Mpe/Ulo’KeHa 3a CTHLAmbE Ipyre
JHUIUIOME TIpeMa CTYIHjCKUM TPOrpaMiMa APYTHX BHCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

e J1a cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBEACHU U

® Ja HECAM KpPIINO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIAa HHTEIEKTYAIHy CBOJHHY IPYTUX JIHIA.

Hormuc ayropa

VY Bbeorpany,
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H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3HUje JOKTOPCKOI pajaa

Nme u npesume ayropa MBana XKuskosuh
Bbpoj uanexca TX 14/023
Crynujcku mporpam llpexpambena TexHonoruja

Hacnog pana Exctpaxt xope Hapa (Punica granatum L.) ka0 NpUpOJHNA aHTHBUPYCHHU areHC 3a
PEAYKIIM]jY XyMaHUX HOPOBUpYcCa in vitro

Menrop npod. ap. Hparocnasa Pagun

UzjaBspyjemM na je mraMnaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOT Pajia NCTOBETHA €JEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caMm mpejao/na paau noxpameHa y JururajaHom peno3uropujymy YHusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JIMYHM TOJANY BE3aHH 3a JOOHMjarbe aKaJeMCKOT Ha3HuBa JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U TIpe3uMe, TOANHA H MeCTO pohema U JaTyM oJl0paHe paja.

OBM JIMYHM MOJAllM MOTY ce O0jaBUTHM Ha MPEXHUM CTpaHMIAMa JUTUTalHE Oubimoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTajory u y nmyOnukanujama YHuBep3utera y beorpany.

Hotnuc ayropa

VY Beorpany,
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N3jaBa o kopumhemy

OmnamhyjeM YHuBepauTeTcKky Oubnmorexky ,,CBetozap MapkoBuh* ma y JururamHu
peno3uTopujyM YHuBep3ureTa y beorpany ynece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTAIH]y O] HACIOBOM

Excrpakr xope Hapa (Punica granatum L.) xao IpUpOJHN aHTUBUPYCHH areHc 3a pelyKIujy
XyMaHUX HOpOBHUpYca in Vitro

KOja je Moje ayTOpCKO JIeo.

Jlucepramyjy ca CBUM NPHJIO3UMa MPEIao/iia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXuBUpambe.

Mojy IOOKTOpPCKY IHCEpTanujy MOXpameHy y JIWTHTaTHOM pPero3uTOpujyMy YHHUBEpP3UTETAa Yy
Bbeorpany m DOCTYmHY y OTBOPEHOM TIPHCTYIy MOTY Ja KOPUCTE CBU KOjU TIOIITYjy OApende
canpkane y ogadpanoM tumy nurenne Kpearusre 3ajeqnnne (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTY9HO/T1a.

1. Ayropcrso (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepirjaiaHo (CC BY-NC)

3. AytopctBo — HekoMmepIjanHo — 6e3 nmpepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpcTBO — HEKOMEPITHjaaHO — AenuTH o uctum yciaopuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcetBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutu moj uctum yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo /12 320KpYKUTE CaMo jeIHy O IIeCT NOHY)eHHUX JTHUICHIIN.
Kpartak onuc nuiieHIu je cacTaBHU JIe0 OBE M3jaBe).

ornuc ayropa

VY beorpany,
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1. AyToperBo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIIN]Y M jABHO CAONIITABAE Jeia, U Mpepaje,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauumH ojapeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolid JIMIEHIE, YaK U Y
koMepuujaiHe cepxe. OBO je HajcI000/IHUja O] CBUX JIUIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujaaHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBame, IUCTPUOYLH]Y W JaBHO
CaoNIITaBame Jelia, U Ipepaje, ako ce HaBeIe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH ox cTpaHe ayTopa
WK TaBaolia juneHne. OBa JIMIEHIa He J03B0JbaBa KOMEPLHjaIHy yrnoTpedy Jerna.

3. AyTOpPCTBO — HEKOMepIHUjaaHo — 0e3 npepaaa. J[o3BojbaBaTe YMHOXKaBaWme, JUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaoNIITaBame Jesa, 6e3 NpoMeHa, NpeoOIMKoBamba I yroTpede Aesa y CBOM Jely, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4uMH ojpeheH ol cTpaHe ayTopa WM jAaBaola juieHie. OBa JHULEHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPILMjaIIHy yHoTpeOy Jiena. Y OJHOCY Ha CBE OcTaJle JIMIEHIE, OBOM JIMIICHILIOM Ce
orpannvaBa HajBehn oOum mpasa kopuiihema jaena.

4. AyTOpcTBO — HEKOMEPIHjAJIHO — IeJIUTHU MOJ UCTHUM ycJaoBUMa. /[03BoJbaBaTe yMHOKABAKE,
IUCTPUOYLIM]Y M jaBHO CaollITaBame Jejia, M Mpepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha HayMH
oapeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHILEHIIE U aKo ce Mpepaja AUCTpUOyHpa MoJ UCTOM WU
cimaHOM JniieHoM. OBa JIMIEHIa He J03B0JhaBa KOMEPIHjaIHy YHOTpeOy /ena u mpepaja.

5. AyropcTBo — 6e3 nmpepana. /lo3BojbaBaTe yMHOKaBame, JUCTPUOYIIN]Y ¥ JaBHO CAOIIITaBAE
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WM yIoTpede /iesia y CBOM JIelly, aKo Ce HaBele MMe ayTopa
Ha HauuH ozapeheH on crpaHe ayropa wiaM AaBaoua JuneHne. OBa JHMIEHIA J03BOJbaBa
KOMEpIHjaliHy yrnoTpeody Jena.

6. AyTOpCTBO — AOenuTU Nnop UCTUM ycrioBuma. [103BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy 1
jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe
aytopa wvnv faBaoua nuvueHUe M ako ce npepaga auctpubyvpa nog MCTOM MU CIIMYHOM
nuueHuoM. OBa nuueHua [os3BofbaBa KomepuujanHy ynotpeby dena v npepapa. CnvdHa je
COPTBEPCKUM NKMLIeHL,aMa, OOHOCHO NULIEHLL@aMa OTBOPEHOT KoAa.
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